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PROLOGO -

_ En el curso de los tiltimos afios ha sido motivo de mi preocupa-

ci6én preferente el estudio de ciertos aspectos del metabolismo glu-
cidico en cortes de higado de rata. Las investigaciones que consti-
tuyeron mi tesis de grado dejaron planteados algunos problemas
que han sido objeto de trabajos posteriores, los que han conducido
al conocimiento de nuevos hechos. Su interpretacién ha exigido re-
currir a nuevas hipétesis de trabajo, por cuanto ellos no podian
explicarse satisfactoriamente de acuerdo con los conocimientos de
que se disponia con respecto al metabolismo de los hidratos de car-
bono. La presente monografia tiene por finalidad exponer en forma
detallada el conjunto de estas investigaciones. La mayoria de los
datos experimentales han sido ya publicados; sin embargo, hemos
agregado experimentos cuando pareci6é necesario alcanzar un mayor
grado de seguridad en las conclusiones. Los resultados de otros ex-
perimentos aparecen por primera vez en esta monograffa.

La presentacién en conjunto de este material permite una me-
jor visién global de los asuntos tratados, a la vez que da ocasién
para realizar una discusi6én mis amplia de los resultados experimen-
tales, tanto nuestros como de otros investigadores. Ambas cosas son
_diffciles de hacer en la presentacién parcial de los trabajos a medida

. que se va completando cada etapa de su desarrollo. Mé4s atn, en
la discusién final me he tomado la libertad de especular sobre los
datos experimentales disponibles y avanzar asi las hip6tesis de tra-
bajo que guian las nuevas investigaciones destinadas a someter a
prueba la tesis sustentada.

La necesidad de disponer de conocimientos frescos sobre di-
versos aspectos del metabolismo glucidico para que el lector pueda
.apreciar criticamente los resultados expuestos, di6é origen a la inclu-
- si6n de dos capitulos: uno se refiere a la importancia del higado en
el metabolismo general de los hidratos de carbono, y el otro resume

" los conocimientos actuales sobre el llamado metabolismo interme-
‘dio de los glicidos. La escasez de publicaciones en espaiiol acerca

. de estas materias, constituydé un incentivo mis para realizar esta

~ labor adicional. El resumen no pretende abarcar todos los aspectos
posibles del metabolismo hidrocarbonado, sino que se ha limitado
1 9
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10 PROLOGO

a los hechos esenciales que tienen conexién directa con los datos
experimentales proporcionados en los capitulos siguientes, comple-
menténdolos ocasionalmente con los conocimientos necesarios para
dar una visién arménica del conjunto. Se trata pues sélo de un es-
quema bésico referente a la degradacién y sintesis de los diversos
hidratos de carbono, y por eso en las referencias hemos considerado
casi exclusivamente los datos que conciernen al higado como ob-
jeto de investigacion.

Si bien el grueso del trabajo experimental ha sido realizado en
el Instituto de Quimica Fisiolégica y Patolégica, una parte de él
fué ejecutado en el Departamento de Bioqufmica de la Escuela de
Medicina de la Universidad de Harvard, dirigido por el Prof. A. B
Hastings, donde tuve el privilegio de trabajar como becario de la
Fundacién Guggenheim. Campleme expresar aqui mis agradeci-
mientos al profesor Hastings por su cordial hospitalidad.

Las Gltimas etapas de este trabajo han sido parcialmente finan-
ciadas con una asignacién del fondo Williams-Waterman de la
Research Corporation. _

No podria, en este momento, dejar de expresar mi reconoci-
miento a la labor creadora del Profesor Dr. Eduardo Cruz Coke,
quien ha sabido estimular en sus discipulos el anhelo de perfeccio-
namiento en la bdsqueda cientifica, con la abnegacién y el desinte-
rés de un verdadero maestro. También quisiera en esta oportunidad
hacer llegar mis agradecimientos a todo el personal del Instituto
de Quimica Fisiolégica y Patolégica por su constructiva critica du-
rante la elaboracién de este trabajo, y muy especialmente al Dr.
Enrique Figueroa, quien ha sido colaborador permanente en su rea-
lizacibn experimental, y a la sefiorita Carmen Gonzéilez, que ha
participado activamente en sus Gltimas etapas.

Ha comprometido mi gratitud el Profesor Dr. Jorge Mardones
R., quien con generosidad ejemplar ha participado en la discusién
y en la preparacién de esta monografia. Vayan también mis agra-
decimientos al sefior Héctor Valenzuela, por la revisi6n del original
cuidando de la propiedad del lenguaje; a la sefiora Delia Gonzélez
y a la sefiorita Lilian Lightfoot, encargadas de la preparacién de
los manuscritos para la imprenta; a la sefiorita Elsa Rivera, quien
dibuj6 los graficos, y a mi esposa Maria Marié de Niemeyer, biblio-
tecaria en la Biblioteca Central de la Escuela de Medicina, por su
colaboracién en la confeccién de la bibliografia.

H. N.
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CarpfTuLo 1

INTRODUCCION

1. 1. El punto de partida de los estudios fisiolégicos que tienen
relacién con el metabolismo glucidico, se encuentra indudablemente
en los trabajos de Claude Bernard sobre el aziicar de la sangre y
el que se deposita en forma de glicbgeno en el higado. Mering y
Minkowsky dieron un fuerte impulso a la investigacién del meta-
bolismo de los hidratos de carbono, cuando consiguieron demostrar
que la extirpacién del pancreas produce en los perros un sindrome
en todo semejante a la diabetes mellitus del hombre. Estos experi-
mentos permitieron comprender mejor la naturaleza de la enferme-

dad humana, y llevaron posteriormente al descubrimiento de la in-

sulina, hormona pancreatica que juega un papel preponderante en
la regulacién del metabolismo glucidico. No es extrafio, por esto,
que la mayorfa de los estudios sobre el metabolismo hidrocarbonado
haya estado ligada al estudio de la diabetes experimental.
Paralelamente a la adquisicién de los conocimientos sobre el

~origen y el destino de los gltcidos en el organismo pluricelular, otros

investigadores estudiaban la accién de los microorganismos sobre
los hidratos de carbono. En el curso de esta clase de estudios, Pas-
teur logré establecer las nociones fundamentales acerca de la fer-
mentacién de da glucosa producida por las levaduras. La investiga-
cién en este campo fué fructifera y sefial6 el comienzo de una rama
muy importante de la Bioquimica, la Enzimologia, que estudia la
acci6n de los catalizadores biolégicos en las reacciones que consti-
tuyen el metabolismo intermedio. Comenzaron asf las investigacio-
nes referentes a las reacciones quimicas que ocurren en el interior
de las células, durante la utilizacién de los azicares y de las demas
sustancias constitutivas de los alimentos. De esta manera se crearon
las bases para el estudio bioquimico del metabolismo intermedio de
13




14 CAP. 1 INTRODUCCION

los hidratos de carbone, conjuntamente a io que pudiéramos llamar
el estudio fisiolégico de su destino en el ser pluricelufar.
Alrededor de 1920, algunos investigadores emprendieron la tarea
de apli_r;a.rs' los conocimientos y los métodos adquiridos en el estud_io
de bs microorganismos, a la investigacién del metabolismo ip_f’;'r-
medio de los gldcidos en los tejidos animales. Los primero$§ estu;i::ds
se realizaron principalmente en el masculo, llegandose, en el curso
de 10 a 15 afios, a establecer un esquema bastante comp—Iet«u de
las etapas intermedias por las cuales pasa la molécula de glucbéa
durante el proceso de formacién de glicdgeno, de 4cido lactico o de
anhfdrido carbénico y agua. Numerosos laboratorios han ‘m‘;‘zi ;-
bufdo al perfeccionamiento de estos esquemas referentes aumgs'g:uh;
asf como también a las mas variadas clases de tejidos v cé!ulas, jh—’
cluyendo vegetales. En el curso de est investigaciones, se E'Ia"';ifé-
g'ad.‘c- al ggnveucimiento de que los procesos fundamentales del meta-
bolismo intermedio son muy semejantes en toda la materia viva,
Dlﬁeren', eso sf, en el grado de importancia que las distintas vias
f‘netabél:.cas tienen en los diversos tipos de células, en relacidn con
las funtiones especificas que ellas cumplen. :

1. 2. Los métodos utilizados en estas investigaciones son it
il}\(ersos: s& ha}ﬁ empleado tejidos y células intactas, esto es, ept con-
diciones sFmeyantes a las que ocurren en el organismo entero, gd
como papilias de tejidos y extractos en diversos grados de pur‘;‘;'
cién, que permiten un anilisis mas preciso de las reacciones iﬁ‘dx
duales en estudio. En numerosas ocasiones se ha aicanzado e!eia—
jt?tf.vo fundamental que persigue el bioquimico, que consiste ‘éil
aislar compiei‘:amente una determinada reaccién, obteniendo en es-
tado puro el fermento que ia cataliza y estableciendo con la n;ayor
precisién i?osible las condiciones cinéticas de su actividad.

o P=°r._ el camino analitico, la bioquimica ha logrado desentrafiar
12 intimidad de gran nfimero de las reacciones que ocurren durante
el m«fitazaolismo intermedio de los giicidos. Para completar este
conoc{qufq, €s necesario averiguar qué importancia relativa tienen
en cada tejido intacto las reacciones y vias metabélicas encontradas
por medio del método analitico. El hecho de que en una céiul;'a ©Xis-
ta un determinado fermento, no es una prueba de que ia reacéi(Shn
por €l catalizada sea Cuantitativamente importante para la aft-ivi;
dad de es.a célula. Del mismo modo, el estudio de la cinétx'c;; de
una reaccién aislada no basta para llegar a conocer el sentido y
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la velocidad que ella tiene en el conjunto metabdiico de la célula
fntegra. Nos parece pertinente citar lo que a este respecto dicen
Soskin y Levine (1950, p4g. 65): «La aspiracién de todo quimico
« especializado en fermentos, consiste en aislar alguno de los innu-
« merables sistemas cataliticos y purificarlo, conocer sus propiedades
« quimicas y estudiar las reacciones por él catalizadas in viiro, en
« un medio homogéneo. Esta forma analitica de ver el problema y
« de proceder en consecuencia ha proporcionado, y nos continuari
« proporcionando, una gran cantidad de datos que enriquecen nues-
« tro conocimiento sobre la maquinaria metabélica celular, pero que
«-tienen el inconveniente de referirse sblo-a detalles sobre las propie-
« dades de sus componentes. Sin embargo, no debemos olvidar que,
« como en todo sistema bien organizado, la simple suma de las partes
« no representa las propiedades del sistema en su totalidad. En la
« célula viva, que nc es un sistema homogéneo, 13 tensién superfi-
« cial, la interdependencia entre diversos sistemas enziméticos y
« otras imuchas influencias, pueden interferir en la actividad de
« ciertos sistemas cataliticos y promover la puesta en marcha de
& otros».

También Guzmén Barr6n (1943) expresa puntos de vista se-
mejantes: «Una vez que han sido aislados los diferentes sistemas en-
« zimaticvs, que han sido determinados su cinética y su constaiite
« de equilibrio, que ha sido establecida su distribucién a través de
« los reinos vivientes y que han sido estudiadas sus interrelaciones,
« todavia permanece la tarea de verificar si estas actividades qui-
« micas ocurren de la misma manera en las células vivas que en
« estas soluciones».

Es entonces fitil tratar de establecer de qué manera funcionan,
en el tejido intacto, las reacciones encadenadas que constituyen
el metabolismo intermedio, para disponer asi de una visién mejor
de la fisiologia y de la bioquimica del tejido. Es decir, parece nece-
sario volver un poco atris, de vez en cuando, para reconsiderar los
conocimientos analfticos adquiridos y estudiar de nuevo los fen6-
menos bioguimicos, con las técnicas que el estudio analitico aban-
doné por considerarlas insuficientes para los fines buscados. Con el
objeto de satisfacer esta necesidad, hemos estudiado en cortes de
higado de rata, el efecto que producen algunas hexosas y sus corres-
pondientes ésteres fosféricos, sobre la respiracién del tejido, sobre
la formacién de glicbgeno y sobre la produccién de 4cido lactico.
Hemos tratado de ver cémo se cumple, en estas condiciones experi-
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mentales, la prevision que podria hacerse de acuerdo con los esque-
mas metabélicos construfdos con los hechos proporcionados por el
método analitico.

1. 3. El estudio del metabolismo en cortes de tejido, introdu-
cido por Warburg hace cerca de 30 afios, ha sido muy provechoso
para aclarar diversos aspectos de la fisiologia celular. En esta pre-
paracién, la mayor parte de las células estAn conservadas, aunque
experimentan algunas alteraciones, debidas posiblemente a cambios
osméticos, que ocurren aun cuando el medio de incubacién tiene

una composicién salina que se asemeja a la de los liquidos extrace--

lulares. Se ha observado un escape de potasio desde el interior de
las células hacia el medio circundante, escape que parece asociarse
con las alteraciones celulares y que podrfa ocasionar modificaciones
m4is o menos importantes en el metabolismo. Por este motivo, se
han ideado soluciones salinas con mayor contenido de potasio y de
otros cationes intracelulares, que han resultado mejores para man-
tener el medio intracelular en condiciones i6nicas més cercanas a
las fisiolégicas. Es posible que nunca se consiga obtener dentro de
las células un ambiente igual al que existe en un érgano in situ,
pero en todo caso se puede pensar que en los cortes de tejidos, las
relaciones espaciales que guardan entre sf los diversos sistemas enzi-
maéticos son mas normales que las que ocurren en papillas o en extrac-
tos. Por lo tanto, los experimentos realizados en cortes de tejido
pueden informar mejor sobre el comportamiento fisiolégico de las
células. Son muchos los ejemplos que muestran la similitud de las
caracteristicas metabdélicas reveladas en estudios realizados en cortes
de tejidos y en 6rganos in situ. El estudio en cortes de tejidos tiene
la ventaja de ser mas sencillo; permite, ademé4s, proporcionar con
facilidad diversas sustancias a las células y analizar los productos
resultantes de su metabolismo. Con este procedimiento, por otra
parte, se pueden realizar estudios comparativos, ya que es posible
colocar en condiciones experimentales diferentes, cortes provenien-
tes de un mismo 6rgano.

Todas estas razones han determinado que se hayan elegido las
técnicas que utilizan cortes de higado para estudiar las relaciones
recfprocas que existen entre las distintas reacciones que constitu-
yen el metabolismo intermedio. Asi, estos procedimientos son uti-
lizados por diversos investigadores que estin estudiando cuil de
las dos vias fundamentales de degradacién de les hidratos de car-

o
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bono, la glicolitica o la oxidativa, tiene preferencia en cada tejido.
Estos métodos resultan también muy adecuados para estudiar la

_influencia que ejercen los factores hormonales en el metabolismo
" intermedio. Se comprende la necesidad de recurrir a tales procedi-

mientos en este caso, pues se trata de investigar los cambios en la
velocidad de ciertas reacciones que ocurren en sistemas organiza-
dos. En cortes de tejido se estd investigando, por ejemplo, cuél es
la influencia que la insulina y las hormonas suprarrenales e hipofi-
siarias ejercen sobre el metabolismo glucidico del higado, conside-
rado independientemente y en sus relaciones con el metabolismo
lipidico y proteico. También en cortes de higado se ha estudiado la
funcién reguladora de la glicogenélisis, que ejercen la adrenalina y
el factor hiperglicemiante-glicogenolitico del péancreas.

1. 4. El presente trabajo fué motivado por la observacién de
que la glucosa agregada al medio en el que se incuban cortes de hi-
gado, no modifica el consumo de oxigeno del tejido, ni aun en aque-
Has condiciones en las que se supone que el efecto de dilucién del
glic6geno preexistente est4 reducido al minimo. Se trat6é de averi-
guar cuél es la etapa limitativa en la oxidacién de la glucosa. Con
este objeto se estudib la influencia que ejercen sobre la respiracién
de los cortes de higado, diversos hexosafosfatos, aceptados come
intermedios en el proceso de degradacién de la glucosa. Se llegbd
asf a demostrar que el glucosa-6-fosfato, sustancia que es conside-
rada como el primer producto intermedio en el camino de utiliza-
cién de la glucosa, incrementa el consumo de oxigeno en forma mani-
fiesta. Esta observacién permitia afirmar que la reaccién catalizada
por la glucoquinasa es la limitativa en la oxidacién de la glucosa.
Sin embargo, al estudiar la sintesis del glicégeno, pudo observarse
que la glucosa produce una mayor formacién del polisacarido que el
glucosa-6-fosfato, hecho que aparecia como un contrasentido, ya
que segin el esquema clésico, si el impedimento en la degradacién
de la glucosa reside en la reaccién inicial, debe manifestarse también
en otros aspectos de la utilizacién del azticar. Cuando se compara
el comportamiento de la fructosa con el de los hexofosfatos, se apre-
cia que, si bien el incremento de la respiraci6n es muy semejante, la
fructosa es mucho més eficiente en la formacién de glicégeno.
Estos hechos experimentales han sugerido la hipétesis de que la
sintesis de glicégeno no se realiza en forma principal de acuerdo con

. el esquema que considera al glucosa-6-fosfato y al glucosa-1-fosfato

como etapas intermedias, sino que por otra via, en que éstos no
; . 2
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osible que las reacciones catalizadas por la
la fosforilasa, que 4n vilro han demostrado
ta se desarrollen preferentemente en
glicbgeno. Como se discutir4 en el
ltados obtenidos hasta el momento
favorecen la hipbtesis plan-

participan. Es muy p
fosfoglucomutasa y por
ser reversibles, en la célula intac
el sentido de la degradacién del
cuerpo de este trabajo, lqs resu
proporcionan argumentos indirectos que

teada.

CarirurLo 2

FUNCION DEL HIGADO EN EL METABOLISMO
GLUCIDICO

2. 1. Desde los trabajos de Claude Bernard, se sabe que el hi-

gado desempefia un papel preponderante en- el metabolismo de los

hidratos de carbono. En efecto, este érgano cumple la misién de en-
tregar glucosa a la sangre en cantidad adecuada para mantener el

“nivel constante que se requiere para su apropiada utilizacién en

los tejidos. La glucosa proviene de las reservas de glicégeno, el cual
se encuentra en el higado en una concentracién que varia, en amplio
margen, segGn los aportes hidrocarbonados que recibe el animal.
Esta reserva aumenta cuando la glucosa sangufnea sube; en cambio,
si el consumo de glucosa en los tejidos supera al suministro exége-
no, el glicbgeno hepético se despolimeriza entregando glucosa a la
circulacién y permitiendo asi el mantenimiento de la glicemia en el

‘nivel normal.

Pero la funcién del higado no sélo consiste en esta interconver-
si6n de glucosa y glicégeno, sino que comprende también la forma-
cién de glucosa y de glic6geno, tanto a expensas de otros glacidos
(fructosa y galactosa), como de diversos productos de la degrada-
cién parcial de los hidratos de carbono (4cido lactico), de amino-
4cidos y de 4cidos grasos. En los animales superiores, la transfor-
macién de materiales no glucidicos en glicégeno y en glucosa, es de
vital importancia y se realiza casi exclusivamente en el higado. En
el estado de ayuno, ya sea total o s6lo de hidratos de carbono, este
proceso permite la utilizacién de las protefnas y de las grasas para
mantener la glicemia en el nivel adecuado al funcionamiento de te-
jidos tan importantes como el nervioso y el muscular, cuya fuente
energética fundamental, y tal vez dnica, es la glucosa.

19
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2. 2. IMPORTANCIA DEL HIGADO COMO FUENTE DE LA GLUCOSA SAN-

GU{NEA.

La funcién fundamental del higado en el metabolismo de los
hidratos de carbono fué ya conocida por Bernard (1853), quien
descubrié el glicégeno y la posibilidad de su conversién en glucosa.
Este autor reconocié el caricter esencialmente dindmico de la gli-
cemia, considerdndola como un estado de equilibrio muy delicado
entre la utilizacién del azticar por los tejidos y su produccién en el
higado.

Numerosos investigadores, incluyendo algunos contemporaneos
de Bernard, trataron de conocer el grado de importancia que tiene
el higado como fuente de la glucosa circulante, estudiando el efecto
que la extirpacién de este 6rgano produce sobre la glicemia. Los
resultados obtenidos permitieron establecer que la hepatectomia o
la evisceracién abdominal total, ocasionaban, en aves (Minkowski,
1886; Kausch, 1897) y en mamiferos (Kaufmann, 1896; Macleod y
Pearce, 1914; Patterson y Starling, 1913-14), un descenso progre-
sivo de la glicemia, que conducia a la muerte del animal. El perfec-
cionamiento de las técnicas operatorias permiti6 progresar en el
conocimiento del problema. Asf se determiné, por ejemplo, que en
perros hepatectomizados, la administracién continua de glucosa en
cantidades del orden de 0,25 g por kg de peso corporal y por hora,
evitaba la muerte del animal por hipoglicemia (Mann, 1927). Estos
experimentos dan una idea de la magnitud de la utilizacién peri-
férica del aztcar y de su produccién en el higado. Una cifra parecida
han encontrado otros investigadores en experimentos semejantes
(Rosenthal, 1928; Yater, Markowitz y Cahoon, 1933). Por otra
parte, esta magnitud concuerda con los resultados de experimentos
en los que se midié directamente la utilizacién de la glucosa en los
tejidos periféricos (Soskin y Levine, 1937; Soskin, Levine y Tau-
benhaus, 1940).

El hecho de que durante la hipoglicemia intensa que sigue a la
hepatectomfa, se encuentren grandes cantidades de glicégeno en
los muasculos (Bollman, Mann y Magath, 1925), ha llevado al con-
vencimiento de que el glicgeno muscular no es capaz de transfor-
marse directamente en glucosa y que no desempeiia, por lo tanto,
ningtn papel en la mantencién de la glicemia en los animales hepa-
tectomizados. Esta incapacidad del mtsculo para transformar su
glicégeno en glucosa ha sido confirmada en investigaciones in vitro.
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En efecto, en el diafragma de rata y en fibras musculares enteras
de misculo abdominal de ratén, suspendidos en solucién salina sin
glucosa, se observa una disminucién apreciable del glicégeno pre-
existente, sin que aparezca glucosa en el medio. En cambio, en si-
tuacién semejante, los cortes de higado liberan glucosa en cantida-
/ des que corresponden a una proporcién importante del glicégeno
. desaparecido (§ 6. 3. 2).

Por otra parte, diversas condiciones experimentales, como la
inyeccién de adrenalina, la anestesia etérea y la asfixia, producen
hiperglicemia en el animal entero, pero no en el animal hepatecto-
mizado (Soskin, 1927).

El rifién es también capaz de entregar glucosa a la circulacién,
,  peroen cantidad muy inferior a la necesaria para satisfacer los re-
1 querimientos del animal. En efecto, la presencia del rifién hace que

la glicemia del animal hepatectomizado descienda mé&s lentamente

que en los casos en que a la extirpacién del higado se suma la nefrec-

tomfa bilateral (Russell, 1942; Reinecke, 1943; Roberts y Samuels,

1944). Los cortes de rifibn entregan también glucosa al medio de
- incubaci6n, aunque en proporcién muy inferior a la observada en
~ cortes de higado (Teng, 1954).

2. 3. RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA SANGUINEA
Y EL CONTENIDO DE GLICOGENO HEPATICO.

. La concentraci6n de azficar en la sangre circulante determina
a cantidad de glucosa que el higado entrega y la que fija en forma
I de glicégeno. La demostracién directa de esta aseveracién ha sido
}L,,p;roporcionada por Soskin, Essex, Herrick y Mann (1938), quienes
estudiaron la entrega de glucosa que el higado hace a la sangre, mi-
~diendo el flujo sanguineo a través del 6rgano y, al mismo tiempo,
la diferencia en la concentracién de glucosa de la sangre de entrada

¥ de salida. En estas condiciones, cuando se eleva experimentalmente
fa concentracién de glucosa en la sangre arterial, la entrega de glu-
Cosa se suprime y aumenta la formacién de glicégeno; el descenso de
,.'glncemia a su valor normal, por otra parte, restablece la entrega
e glucosa por el higado. -

~ La velocidad de desaparicién del glicégeno en cortes y en pa-
lla de higado, es también funcién del contenido de glucosa en el
medio (Soskin, Levine y Taubenhaus, 1939). En ciertas condiciones
Xperimentales, al elevar la concentracién de glucosa, no sélo se
nhibe la glicogendlisis, sino.que se logra producir sintesis neta de
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glicogeno (Ostern, Herbert y Holmes, 1939; Buchanan, Hastings y
Nesbett, 1949 a). Este problema sera tratado con mayor detalle
en el Capitulo 4.

Diversos factores hormonales modifican este proceso de entrega
y captacién de glucosa por el higado, catalizando la reaccién en
uno y otro sentido. Este es sin duda un aspecto del mayor interés
en el estudio del metabolismo de los hidratos de carbono; sin em-
bargo no nos referiremos a él, porque est4 fuera del propésito del
presente trabajo.

2. 4. FORMACION DE GLICOGENO Y GLUCOSA A PARTIR DE OTRAS
HEXOSAS.

La alimentacién aporta, ademéas de la glucosa, otros azficares.
Existen razones para pensar que la mayor parte de la fructosa y de
la galactosa que ingresan al organismo son utilizadas después que
el higado las ha convertido en glic6geno o en glucosa. La incorpora-
cién de estas dos hexosas en el glicégeno hepatico fué ya demostra-
da por Murschhauser (1911) en perros, y més tarde por Cori (1926)
y por Cori y Cori (1928) en ratas, suministrando el azficar corres-
pondiente y midiendo posteriormente el contenido de glic6geno en
el higado. Harding, Grant y Glaister (1934) y Deuel, Mac Kay,
Jewel, Gulick y Grunewald (1933) compararon, en ratas, la capaci-
dad de tres hexosas (glucosa, fructosa y galactosa), para formar
glicégeno, y concluyeron que en la interpretacién de los resultados
de experimentos de esta naturaleza, deben tenerse en considera-
cién tanto la velocidad de su absorcién intestinal y la velocidad de
su utilizaci6én en los tejidos, como la duracién del ayuno previo al
suministro del azicar.

En cortes de higado, se ha demostrado la formacién de glucosa
(Cori y Shine, 1936; Goda, 1937, 1938; Renold, Hastings y Nes-
bett, 1954; Hill, Baker y Chaikoff, 1954) y de glic6geno (Chernick
y Chaikoff, 1951; Renold, Hastings y Nesbett, 1954) a partir de
fructosa (§ 6. 5). Con papillas y extractos de higado, en cambio,
Goda (1937, 1938) no pudo observar conversién de fructosa en glu-
cosa. Sin embargo Cori, Ochoa, Slein y Cori (1951) lograron demos-
trar esta transformacjén, utilizando homogenizados de higados en-
riquecidos con ATP y con sustratos oxidables.

La conversién de galactosa en un azficar fermentable (glucosa)
en cortes de higado de rata, ha sido demostrada por Cori y Shine
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(1936). La velocidad de esta conversién es alrededor de cinco veces
menor que la de la fructosa.

-, El higado no es absolutamente indispensable para el aprovecha-
miento de la fructosa, pues este azficar se utiliza parcialmente en el
perro hepatectomizado, en el cual logra aliviar los sfntomas hipo-
glicémicos, elevando la glicemia y aumentando discretamente el gli-
cogeno muscular. Este efecto es mucho menor que el de la glucosa
(Mann y Magath, 1922; Bollman y Mann, 1931) y no se observa
cuando la evisceracién es completa, lo que se ha considerado como

» una indicacién de que el intestino es capaz de convertir fructosa en
glucosa (Bollman y Mann, 1931; Drury y Salter, 1934; Griffiths y
Waters, 1936). Tal interpretacién est4 de acuerdo con la observacién
hecha por Darlington y Quastel (1953) de que durante la absorcién
de fructosa por asas aisladas del intestino delgado, aproximadamen-
te la mitad de ella se transforma en glucosa. Por otra parte, los es-

3 tudios de Reinecke (1942 y 1944) destacan la importancia que tiene

el rifién en la utilizacién de la fructosa, puesto que han demostrado
la formacién de glucosa a partir de fructosa en el rifién de rata evis-
cerada. Estos resultados concuerdan con lo referido por Goda (1938)
y por Steward y Thompson (1941), quienes observaron que en cortes
de rifi6n la fructosa desaparece del medio de incubaci6n, al mismo
tiempo que aparece glucosa.

» Sin embargo, hay que destacar que la via preferente de la uti-

- lizaci6n de la fructosa es su conversién en glucosa o glicégeno, en el

- higado. En efecto, Cori (1926) en la rata, y Bollman y Mann (1931)

“en el hombre, han demostrado que la fructosa inyectada en una vena

- periférica desaparece de la sangre con una velocidad 10 veces menor

que la glucosa; en cambio, si la inyeccién se coloca en la vena mesen-

" térica, de modo que el azdcar pase por el higado antes de llegar a

Ios tejidos periféricos, su velocidad de utilizacién se duplica (Cori,

1926). Por otra parte se ha demostrado que la utilizacién directa

_;de la fructosa es muy lenta en el masculo (Weichselbaum, Mar-

-~ graf y Elman, 1953).

2. 5. FORMACION DE GLICOGENO Y DE GLUCOSA A PARTIR DE META-
BOLITOS INTERMEDIOS.

- Como veremos més adelante, en el proceso de la degradacién
de los hidratos de carbono se producen compuestos intermedios,
‘antes de convertirse en anhidrido carbénico y agua. Habitualmente
‘estos metabolitos intermedios se encuentran en las células y en la
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sangre en muy pequefias cantidades. En estudios realizados tanto
in vivo como 11 vitro, se ha podido demostrar que todos ellos (triosas,
4cidos pirtvico y lactico y componentes del ciclo citrico) son capaces
de formar glucosa o glicégeno en el higado (Shapiro, 1935; Cori y
Shine, 1936; Buchanan, Hastings y Nesbett, 1949 b; Topper y
Hastings, 1949; y muchos otros). Experimentos en los que se han
marcado con is6topos los posibles precursores, han venido a con-
firmar y a precisar algunos aspectos de esta transformacién (ref. en
Wood, 1951). El papel del higado en estos procesos, si bien es pri-
mordial, no es exclusivo, pues también el rifién es capaz de formar
glucosa a partir de piruvato, succinato y a-quetoglutarato, aunque
en menor escala (Russell y Wilhelmi, 1941).

Entre los productos de la degradacién de los hidratos de car-
bono, tiene una jerarquia especial el 4cido lactico, pues se produce
normalmente durante el metabolismo muscular y se encuentra en
la sangre en una concentracién vecina de 10 mg/100 ml de plasma.
Durante el ejercicio muscular, la produccién de Acido lactico se
encuentra muy aumentada, lo cual confiere gran importancia a la
capacidad que posee el higado para transformarlo en glicégeno y
en glucosa. Este proceso significa, al mismo tiempo, una defensa
contra la acidosis y un mecanismo para proveer al masculo de glu-
cosa, la que constituye su metabolito preferente (Gemmill, 1942).
La capacidad del higado para formar glic6geno a expensas del 4cido
lactico qued6 ya demostrada en los experimentos de Réhmann
(1886), quien administré por via oral lactato de sodio o de amonio
a conejos mantenidos varios dias en ayunas, y encontr6 en el higado
una proporcién de glicégeno superior a la de los testigos. A resulta-
dos similares llegaron Izume y Lewis (1926-27) administrando lac-
tato de sodio por via subcuténea a conejos en ayunas. Concuerdan
estos datos, por otra parte, con los obtenidos por Mandel y Lusk
(1906), quienes encontraron una sobreproduccién de glucosa cuando
se suministraba 4cido lactico a perros intoxicados con floricina.’

Trabajos posteriores de Cori y Cori (1929) y de Himwich,
Koskoff y Nahum (1930), en ratas y perros respectivamente, preci-
saron mejor lo que se ha llamado el ciclo del dcido ldctico. Estudiande
simultdneamente los cambios que ocurren en el glicbgeno muscular
y hepatico asi como en la glicemia y en la lactacidemia, en condicio-
nes experimentales diversas, que incluyen modificacién de la acti-
vidad muscular, lograron establecer que el mtsculo degrada 'glicé-
geno y entregaa la circulacién el 4cido lactico resultante. En contra-
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posicién con el musculo de batracio, que es capazl deﬁsllruoliu;:lxer 511;_
c({geno a expensas del lactato (Meyerhof, 1920), e ;r:l R

ffero no realiza este proceso (ref. en Pet.ers y var = a(,io o
w 120). El 4cido lactico circulante es retirado por el hig l, e
pég- viél:te en glicégeno y en glucosa, 1a cual vuelve a la cnrcu; aci
ly(');lzx;a al masculo, en donde puede ser aprovechada para lormar

i orcionar energia. .
ghco’gl?:rfxb}i’é: a;ahl:lrc:iimostrado que los cortes de higado tn.eneriélca
capacidad de formar glucosa y glicogeno a;;;%ensas del 4cido
tico (Takane, 1926; Meyerhof y Lohmann, ).

. i ucir
 animal en ayunas en su reserva hidrocarbonada, se puede ded

i una
facilmente que en pocas horas ésta se agotarfa, ocasionando

" desaparicién del azfcar sangufneo (Soskin y Levine, 1950, pag. 12).

i etidos a
Sin embargo, es un hecho conocido el que en arn-malejsi sotm i
ayuno, aun muy prolongado, la glicemia se mantiene ent (tio g
lores rr’luy constantes. La explicacién de este fenémeno reside

1 otras sus-
. - el organismo es capaz de fabricar glucosa a expex'lsas dé mE
' tancias no hidrocarbonadas, principalmente proteinas. ste p

1 do
se conoce con el nombre de gliconeogénests. Aunque.se ha d:m:);:rsade
que el rifién es capaz de formar ghcégenq ylg‘l;i(;osal ah;ag ;:ieo o

i i i Il y Wilhelmi, , el
diversos amino4cidos (Russe . :
- dudablemente el principal érgano que realiza e.ste proceso o
En la diabetes, tanto humana como gxpenmenta.l(,i s:la p;’; el
una hiperglicemia acompafiada de eliminaci6n de ;:antl :b;i e
i imultaneamente se
tes de glucosa por la orina, y SUMUI ]
::;recién egxagerada de susbtancias mtrog‘e_nadas, urea en su rtll‘azz)i i
rte que-provienen de las proteinas.utxhzada§ con fines en? gma
1c)(‘c:s I,'Zn gran parte, esta uatilizacién se hace gxedlante ssx r::x;:l; o
61 i | uede comprobarse exper1 : ;
ci6n previa en glucosa, lo que p ! e
ini i ectomizado una dieta
suministrando a un animal pancrect el
i i midiendo la glucosa elim:

de proteinas o de aminoé4cidos y > por
la £~ina. La sobreprod_uccién de glucosa que se _obser\l/a, deb;-c::;:zs
ponder 2 gliconeogénesis realizada a .ex?ensas de los croex;(): oo
nitfogenados de la dieta, pues se acompana de una mals\zllo e
" pitrogenada (Minkoswki, 1893; Chaikoff, Macleod,. aigg()y £

Simpson, 1925; Macleod y Markowitz, 19263 Soskin, :

'y <



26 CAP. 2. HIGADO Y METABOLISMO GLUCEDICO

fenébmeno semejante se observa en la diabetes experimental produ-
cida por la intoxicacién por floricina (Nash, 1927).

Constituye también un indice de la transformacién de protei-
nas en hidratos de carbono, el aumento del glic6geno hepéatico que
se observa en animales en ayuno después del suministro de una dieta
proteica o de aminoAcidos libres.

Para estudiar la gliconeogénesis que se realiza a expensas de
proteinas se ha recurrido, ademés, a la perfusién del higado con
soluciones que contienen aquellos amino4cidos cuya capacidad gli-
cogenética se desea investigar, asi como a la incubacién de cortes
del 6rgano suspendidos en estas mismas soluciones. Asi se han po-
dido confirmar los datos obtenidos % vivo, aun cuando en muchos
experimentos los resultados han sido contradictorios. Esta falta de
uniformidad puede ser la consecuencia de diferencias en el compor-
tamiento de las distintas especies. Asf, por ejemplo, algunos amino-
4cidos, como la glicina, la isoleucina, la fenilalanina, la histidina,
generan glicégeno en la rata y sin embargo parece que no lo produ-
cen en perros floricinizados o normales (ref. en Soskin y Levine,
1950, pag. 162).

El conjunto de los resultados obtenidos en experimentos reali-
zados con técnicas variadas, en diversas especies animales, ha con-
ducido a aceptar que los siguientes amino4cidos pueden convertirse
en hidratos de carbono: glicina, alanina, serina, valina, isoleucina,
norleucina, 4cido espértico, 4cido glutdmico, ornitina, arginina, cis-
tefna, fenilalanina, tirosina, histidina, prolina, hidroxiprolina (ref.
en Fruton y Simmonds, 1953).

En los Gltimos afios se ha empleado la técnica de los is6topos
para marcar las sustancias que son posibles precursoras del glicé-
geno y de la glucosa. Este procedimiento es indudablemente superior,
en muchos aspectos, a los utilizados con anterioridad, pues ha per-
mitido reconocer las etapas intermedias, que serdn estudiadas més
adelante (§ 3. 10. 3). Sin embargo, los experimentos con is6topos han
creado algunos problemas nuevos. Asf Olsen, Hemingway y Nier
(1943) plantearon la duda respecto a la capacidad glicogenética de
la glicina, por cuanto en ratas que recibfan glicina marcada com-
probaron un aumento del glic6geno hepético, pero éste no contenfa

carbonos is6topos; de esta manera no podia asegurarse que el glic6-
geno formado proviniera efectivamente de los 4tomos pertenecien-
tes al amino4cido utilizado. Por otra parte, no es raro encontrar en
el glicégeno o en la glucosa los carbonos marcados provenientes de
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amino4cidos, cuya capacidad glicogenética no se revela con o%as
técnicas (ref. en Fruton y Simmonds, 1953, pég. 670). Es posible,
pues, que aun cuando los carbonos corresgondlentes a un a:()mmo-
4cido desaparecido no vayan directamente.a mcremen?ar el glicégeno,
sino a dar lugar a la produccién de otras substancias, tales co(rino
anhidrido carbénico o cuerpos quetobnicos, sus carbonos mar_ca.los
lleguen por via indirecta al glicégeno. Freflte aun fenbmfeno simi zr
fos encontraremos mas adelante, al analizar la conversién hipoté-
tica del 4cido acético en glicégeno (§ 3. 10. 2).

2. 7. FORMACION DE GLICOGENO Y GLUCOSA A PARTIR DE LfPIDOS.
Los &cidos grasos que se encuentran en el tejido adiposo, asi
como los que recibe el animal en la alimentacién, estdn en su mayor
parte esterificados con el glicerol, constituyendo las grasas neutras.
Es necesario, pues, .considerar separadamente la participacién del
glicerol y de los 4cidos grasos en el proceso de la gliconeogénesis.

2. 7. 1. La formacién de glicégeno y de glucosa a partir del
glicerol, ha sido demostrada por numerosos investigadores. Asi,
Liithje (1904) demostr6 la existencia de este proceso en perros pan-
createctomizados; Cremer (1902), y més tarde empleando una téc-
nica mé4s depurada, Chambers y Deuel (1925), lo observaron en
perros intoxicados con floricina; Shapiro (1935) pudo demostrario
también en ratas normales sometidas a ayuno. La formacién de
hidratos de carbono fermentables a partir de glicerol y de glicero-
fosfato ha sido observada también en cortes de higado (Cori y Shine,
1936). El empleo del glicerol marcado con isétopos ha dado plena
confirmacién a estos hallazgos experimentales, tanto en el animal
entero como en tejidos aislados (Swick y Nakao, 1954).

2. 7. 2. No es tan claro, sin embargo, el problema de la con-
versién de los acidos grasos en hidratos de carbono, especialmente
la de aquellos que poseen un ntmero par de 4tomos de carbono,
que son los mas difundidos en la naturaleza. Segn Soskin y Levine
(1950, pag. 168), no puede explicarse satisfactoriamente la manten-
cién de la glicemia en animales en ayunas ni la excrecién de glucosa
en la orina de animales pancreatoprivos, considerados Ginicamente
los hidratos de carbono preexistentes y la gliconeogénesis proteica,
lo Que induce a pensar que los Acidos grasos contribuyen a formar
glucosa. Sin embargo, los intentos experimentales para demostrar

‘
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esta transformacién no han conducido a resultados uniformes. Mu-
chos investigadores ponen en duda la posibilidad de la conversién
de los 4cidos grasos en gltcidos (ref. en Deuel y Morehouse, 1946).
El empleo de moléculas marcadas con is6topos ha venido a
arrojar alguna luz sobre este discutido problema. En efecto, Bucha-
nan, Hastings y Nesbett (1943) demostraron que cuando a ratas
en ayuno se les suministran algunos 4cidos grasos de cadena corta,
como el acético y el butirico, marcados con C* en el carboxilo, el
glic6geno hepatico que se forma contiene C*. Experimentos poste-
riores, realizados con los mismos Acidos grasos (Lifson, Lorber, Sa-
kami y Wood, 1948) y ademé4s con 4cido octanoico (Lorber, Cook y
Meyer, 1949), han confirmado estas observaciones. Usando sustratos
marcados con C* o C* en diferentes posiciones, estos tGltimos au-
tores han mostrado cual podria ser el camino de la incorporacién
de los carbonos del 4cido-graso en el glicégeno, y cull es la explica-
ci6bn de la discordancia entre estos experimentos y los obtenidos
por las otras técnicas en las que se mide sélo la sintesis neta de hi-
dratos de carbono. De este asunto nos preocuparemos més adelante
(§ 3. 10. 2). También se ha demostrado la incorporacién de los car-
bonos del 4cido palmitico-C™ en la glucosa eliminada por la orina
de perros pancreatoprivos (Abraham, Chaikoff y Hassid, 1952).
Los experimentos de Topper y Hastings (1949), realizados agre-
gando acetato marcado en el carboxilo al medio donde se incuban
cortes de higado de conejo, concuerdan con los hallazgos precedentes.

2. 8. FORMACION DE GRASAS A PARTIR DE HIDRATOS DE CARBONO.
Es un hecho ampliamente aceptado el que las grasas corporales
pueden formarse no sélo a partir de los lipidos, sino también de los
hidratos de carbono de la dieta. La observacién antigua del engorde
de los animales a base de alimentos ricos en glicidos, constituye un
argumento convincente. Las primeras demostraciones experimenta-
les provinieron de estudios de balance, que sefialaron la imposibi-
lidad de explicar el destino de los hidratos de carbono suministrados,
sumando el carbono que aparece en el aire espirado y en las excretas,
con el que permanece en las reservas glucidicas. Esto obliga a con-
siderar también el carbono depositado en el tejido adiposo (Meisl y
Strohmer, 1883). El estudio del cuociente respiratorio de los anima-
les sometidos a una dieta rica en hidratos de carbono, ha propor-
cionado también argumentos indirectos de que ocurre la transfor-
macién de glicidos en grasas, pues se han obtenido valores supe-
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riores a la unidad, caracteristicos de estas conversiones (Wierzu-
chowski y Ling, 1925). :
-Los estudios realizados con 4tomos marcados han llevado a
reconocer que uno de los destinos metab6licos més importantes
de los hidratos de carbono es su conversi6n en grasas, para consti-
tuir depébsitos que se encuentran en constante renovacién. Mientras
que la capacidad del organismo para almacenar glic6geno es limi-
tada, su capacidad para depositar grasas es practicamente ilimitada.
Se ha podido demostrar que una parte de los gltcidos ingeridos en
cada comida va inicialmente a incrementar los depésitos adiposos,
y de alli las grasas son movilizadas para su combustién en los teji-
dos, ya sea directamente o previa degradacién en el higado hasta el
estado de cuerpos queténicos. En efecto, Stetten y Boxer (1944),
4 - utilizando deuterio, pudieron demostrar que, antes de ser quemada,
¥ la glucosa de la alimentacién se convierte en mayor proporcién en
grasas que en glicégeno. .
Se pensaba que el higado es el principal sitio de produccién de
grasas a expensas de hidratos de carbono (ref. en Longenecker,
 1941; y en Mc Henry y Cornett, 1944). Si bien habfa indicios en el
sentido de que esta transformacién pudiera realizarse en el tejido
- adiposo mismo (Tuerkischer y Wertheimer, 1942; Mirski, 1942;
Shapiro y Wertheimer, 1948), s6lo recientemente Favarger y Ger-
lach (1954) han demostrado en forma muy evidente que en el ratén
la formacién de grasas a partir de glucosa es mas importante y mas
temprana en el tejido adiposo que en el higado.

2. 9. INFLUENCIA DEL HiGADO SOBRE LA UTILIZACION DE GLUCOSA

EN OTROS TEJIDOS.

Otra funcién del higado, en relacién con el metabolismo hidro-
.carbonado del resto del organismo, se deduce de los importantes
experimentos de Lang, Goldstein y Levine (1954). Estos autores
- estudiaron el consumo de glucosa en la preparaci6n de extremlda_de.zs
posteriores del perro, midiendo el flujo de sangre y l'fl (.iiferencna
‘arteriovenosa de la glucosa sanguinea. Con este procedimiento pu-
dieron demostrar que la utilizacién maxima de glucosa por estos
 tejidos periféricos es aproximadamente de 600 mg/kgfhora en !os
“prerros hepatectomizados, y de 1.500 mg/kg/hora en los perros in-
_tactos. Esta enorme diferencia en el consumo de azicar es indepen-
diiente de la acci_6n>de la insulina. El caricter humoral de la influen-
cia del higado sobre la utilizacién de glucosa por parte de los tejidos
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perxfé.ncos, fué demostrado en algunos experimentos en los cual
€ unieron por circulacién cruzada un perro testigo con uno evi‘s.czS
l{:lxd.o. En estas condiciones, las extremidades posteriores de estt;

tlm? mostraron un consumo de glucosa enteramente similar al d
un animal que no hubiera sufrido la hepatectomfa. )
reCibﬁlt;nque ﬁestos faxperlmentos. son muy recientes y todavia no han
confirmacién por medio de otros procedimientos, los con-

sider. i ii
eramos de mucho interés, pues sefialan la existencia de una fun-

cién hepatica desconocida h
i " asta ah -
lismo glucidico. ora, en relacién con el metabo-

CaprpfruLo 3

METABOLISMO INTERMEDIO DE LOS HIDRATOS DE
CARBONO

3. 1. En este capitulo se estudiardn, en forma resumida, las
- reacciones principales que constituyen el metabolismo intermedio de
“1os hidratos de carbono, en lo que se refiere tanto a su degradacién
~completa hasta anhfdrido carbénico y agua, como a la formacién
_de glicégeno y a la interconversién de gltcidos, lipidos y prétidos.
 Aunque gran parte de estas reacciones han sido descubiertas en in-
- yestigaciones realizadas en el musculo y en levaduras, luego se ha
. comprobado que ellas tienen lugar también en otros tejidos y micro-
organismos. Como el propésito de este trabajo es el estudio del
metabolismo hep4tico, en el anélisis que haremos a continuacién
pondremos énfasis s6lo en lo que concierne al higado.

3. 2. FOSFORILACION INICIAL DE LAS HEXOSAS.

' La primera etapa en la utilizacién de las hexosas es su fosfori-
laci6n, esto es, su conversi6n en un éster fosférico (Fig. 1). Esta
etapa no es siempre necesaria; en efecto, se ha descrito en el hi-
gado un sistema enzimatico, que tiene como coenzima un nucleétido
piridinico, capaz de oxidar directamente la glucosa hasta 4cido
‘ducénico (Harrison, 1932; Strecker y Korkes, 1952). El fermento
pwificado ha sido obtenido del higado de buey por Strecker y Kor-
kes (1951). Los experimentos de Stetten y Topper (1953) en los
que se suministra 4cido gluc6nico marcado, muestran que su utili-
zaci6én es poco importante en el animal entero.

El fermento que cataliza la fosforilacién-de la glucosa, denomi-
‘nalo hexoquinasa, fué descrito originariamente en la levadura y
encontrado con posterioridad en casi todos los tejidos. El dador del
31
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fosforo para la reaccién es el adenosintrifosfato (ATP). El fermento
de la levadura es capaz de fosforilar tanto a la glucosa como a la
fructosa; en cambio, en el higado y en el musculo se han descrito
enzimas diferentes para cada una de estas hexosas. La llamada
glucoguinasa es capaz de convertir la glucosa en glucosa-6-fosfato
(G-6-P), mientras que la fructoquinasa convierte la fructosa en
fructosa-1-fosfato (F-1-P) (Kjerulf-Jensen, 1942 a¢ y b; Cori y Slein,
1947; Vestling, Irish, Hirsh y Grant, 1949; Vestling, Milroie, Irish
y Grant, 1950; Slein, Cori y Cori, 1950; Leuthardt y Testa, 1950 y
1951; Staub y Vestling, 1951; Cori, Ochoa, Slein y Cori, 1951). Si
bien la hexoquinasa de la levadura se ha obtenido en estado crista-
lino, la glucoquinasa y la fructoquinasa del higado y del mfsculo
s6lo han podido ser aisladas en fracciones, mas o menos impuras, de
homogenizados de estos tejidos. La necesidad de trabajar con enzi-
ma impura tiene el inconveniente de que el producto de la reaccién
puede ser sustrato de otras acciones enzimAticas, lo que dificulta el
conocimiento preciso de la cinética de la reaccién. La medida de la
actividad se basa en la determinacién de la concentracién inicial y
final del sustrato (glucosa o fructosa), asi como en la medida del
éster fosférico acumulado.

Con respecto a la via de utilizacién de otras hexosas, como
galactosa y la manosa, es lo més probable que su primera etapa sga
la conversién en galactosa-1-fosfato (Gal-1-P) y en manosa-6-fosy
fato (M-6-P), respectivamente, por medio de fermentos semejantes
a los que han sido extraidos de diversos microorganismos (ref. en
Leloir, 1951). La presencia de Gal-1-P ha sido demostrada por Kos-
terlitz y Ritchie (1943) en el higado de ratas alimentadas con ga-
lactosa.

3. 3. FORMACION Y DESTRUCCION DEL GLICOGENO.

La via comGnmente aceptada para formar glicgeno a partir
de glucosa y para degradarlo hasta hexosas, comprende diversas
etapas que han sido estudiadas en diferentes tejidos animales (Fig.
1). Ellas corresponden esencialmente a las del proceso de sintesis de
los polisacaridos en el reino vegetal, lo que aparece evidente en la
revisién de la literatura realizada por Bernfeld (1951).

El G-6-P, primer producto fosforilado de la glucosa, es trans-
formado en glucosa-1-fosfato (G-1-P) por la accién de la fosfoglu-
comutasa. Este fermento requiere como coenzima el glucosa-1-
6-difosfato (G-di-P), que actia en la forma esquematizada en la

(ref. en Cori, 1942).
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F16. 1.—Primeras etapas de la utilizacién de las hexosas por la via glicolitica.
Las enzimas que catalizan las distintas reacciones (ntiimeros encuadrados) son las

. siguientes: (1) fosforilasa; (2) galactoquinasa; (3) galactowaldenasa; (4) fosfoglu-

comutasa; (5) glucoquinasa; (6) glucosa-6-fosfatasa; (7) fosfohexoisomerasa; (8)

Aructoquinasa; (9) 1-fosfofructoaldosa; (10) 1-fosfofructoquinasa; (11) fructosa-

di-fosfatasa; (12) 6-fosfofructoquinasa; (13) aldolasa.

- Figura 2 (ref. en Leloir, 1951). La reaccién es reversible, pero tien-

de a favorecer la conversién del G-1-P en G-6-P, pues en el mo-
mento del equilibrio existe un 6%, de G-1-P y un 949, de G-6-P
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La formacién de glicégeno consiste esencialmente en un alarga-
miento de sus cadenas terminales no reductoras, fenémeno que
se produce debido a la incorporacién de unidades de glucosa prove-
nientes del G-1-P en un proceso de transglucosidacién con libera-

cién de fosfato inorganico (Fig. 1). Esta reacci6n es catalizada por

una enzima denominada fosforilasa, fermento que también actiia
reversiblemente, produciendo la llamada fosfor6lisis del glicégeno.
En este caso, se capta fosfato inorgdnico del medio y se desprende

una molécula de glucosa de los extremos no reductores del glicége- |

no, en forma de G-1-P. Para que la enzima actiie en el sentido de
la sintesis del glicgeno, es condicién indispensable la presencia de
pequeifias cantidades de este polisacarido. El fermento requiere fos-

cﬂao- CH20-®
o 0
H H H H H H
G-ezp G-4-P
H OH H OH
F1c. 2.

—Participacién del glucosadifosfato en la interconversién de
-1-P y G-6-P, catalizada por la fosfoglucomutasa.

fato inorgénico para actuar en el sentido de la degradacién del
glicégeno, como Cori, Cori y Schmidt (1939) demostraron, traba-
jando con extractos dializados de higado de conejo. Este hecho se
ha interpretado como una prueba de que la degradaci6én del glic6-
geno es, en realidad, un proceso de fosfor6lisis y no de hidr6lisis. La
desaparicién del glic6geno en los extractos de higado va acompafia-
da de una disminucién del fosfato inorgénico del medio, que corres-
ponde estequiométricamente a los hexosafosfatos formados. Estos
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‘mismos extractos son capaces de sintetizar glic6geno a expensas de
'G-1-P cuando se purifican parcialmente para eliminar la fosfoglu-
_comutasa y la glucosa-6-fosfatasa, y cuando el medio de incubacién
_gst4 exento de fosfato inorganico. En estas condiciones se observa
ina correspondencia entre el fosfato inorginico liberado y el glic6-
-geno formado (Cori, Cori y Schmidt, 1939). Todas estas caracteris-
ticas de la fosforilasa pudieron ser confirmadas algunos afios mas
tarde, cuando se obtuvo en estado cristalino la enzima del mdasculo
 (Green y Cori, 1943; Cori, Cori y Green, 1943). Se precis6, adems4s,
que la fosforilasa muscular existe en dos formas: una que es fécil-
mente cristalizable y que conserva gran parte de su actividad en
ausencia de AMP, denominada fosforilasa a, y otra, amorfa, muy
soluble, llamada fosforilasa b, que es completamente inactiva si no
se afiade AMP al medio de incubacién. Se ha demostrado, asimismo,
que la conversién de la primera forma en la segunda puede hacerse
por intermedio de una enzima (enzima PR), que se encuentra tanto
“en el misculo como en otros tejidos. Recientemente se ha demostra-
‘do que la enzima PR no actia, como se crey6 en un tiempo, elimi-
nando el 4cido adenilico (Cori y Green, 1943), sino que escinde la
“ molécula de fosforilasa a en dos moléculas proteicas (Keller y Cori,
- 1953). Del higado también se han extraido una fosforilasa al estado
puro y una enzima, también muy purificada, capaz de inactivarla
. (Sutherland, 1951 @; Sutherland y Wosilait, 1955). Se ha podido
~demostrar que a medida que la fosforilasa hepatica es inactivada por
| fermento correspondiente, se libera fosfato inorg4nico. Esto ha
hecho pensar que el mecanismo responsable de la activacién y de la
_inattivacibn de la fosforilasa hepética en las células intactas esté
- relacionado con la captacién y la entrega de fosfato (Sutherland y
Wosilait, 1955).

"~ La degradacién del glicégeno hasta glucosa (glicogendlisis), que
ge realiza en el higado y también en el rifién, requiere que el G-1-P
producido por accién de la fosforilasa se transforme en G-6-P, bajo
" la influencia de la fosfoglucomutasa. El G-6-P es hidrolizado por la
- glucosa-6-fosfatasa, liberando glucosa y fosfato inorgénico. Esta fos-
‘fatasa es especifica para el G-6-P, pues no ejerce sino una accién
muy limitada sobre otros ésteres fosféricos (Fantl y Rome, 1945;
Duve, Berthet, Hers y Dupret, 1949; Swanson, 1950; Beaufay y
. Duve, 1954).

: Es importante sefialar el hecho de que este fermento no ha sido
" encontrado en el masculo (§ 7. 3.) lo que explicarfa la incapacidad
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de este tejido para transformar su glicogeno en glucosa, fen6meno
que hemos comentado en péginas anteriores (§ 2. 2.).

La sintesis y la degradacién del glicégeno no se realizan en
forma exclusiva a través de la reaccién catalizada por la fosforilasa.
En efecto, esta enzima s6lo es capaz de agregar o quitar glucosa en
los extremos no reductores de las cadenas del glic6geno, en las cua-
les las unidades de glucosa estdn unidas por enlaces glucosfdicos
1-4. Pero el glicégeno es una estructura ramificada, y estas ramifica-
ciones resultan de la unién entre el carbono 1 de una molécula de
glucosa de una cadena, con el carbono 6 de otra molécula ubicada
en una cadena vecina. Para producir este enlace 1-6 se necesita de
otro fermento, el llamado fermento o factor ramificante, que no es
sino una transglucosidasa que permite la ruptura de una cadena
lineal en un enlace 1-4, traspasando la porcién distal al carbono 6
de una glucosa ubicada en una rama vecina (Larner, 1953) (Fig. 3).

9
0
D

k-]
Q fermento @’ Q

./P"\. ramificante

—— e e
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%%

F1G. 3.—Representacién esquematica de la accién del
fermento ramificante.

Se sospeché la existencia de este fermento cuando al estudiar la
sintesis de glicégeno a expensas de G-1-P, catalizada por la fosfo-
rilasa muscular, se obtuvo un polisac4rido del tipo de la amilosa, es
decir, de estructura lineal. En extractos de higado, en cambio, el
producto de la reaccién era un polisacarido con las caracterfsticas
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el glicogeno, y si se afiadia una fraccién de higado a la preparacién
- de musculo, se consegufa producir glicégeno (Cori y Cori, 1943). Lo
.que ocurrfa era que siendo la transglucosidasa del mtsculo muy
14bil, se destruia r4dpidamente, y las preparaciones de higado apor-
- taban este factor ramificante. La fosforilasa hepética libre de fer-
‘mentos ramificantes, obtenida por Sutherland (1951 a), forma
—amilosa a expensas de G-1-P, igual que la del masculo.

. La ruptura de los enlaces 1-6, que ocurre durante la degradacién
del glic6geno, es catalizada por otro fermento, la amilo-1-6-glucosi-
dasa, descubierto por Cori y Larner (1951). Su accién es hidrolitica
y act@ia en la unién glucosidica 1-6, siempre que el carbono 4 esté
libre, o sea cuando, por acci6n de la fosforilasa, la cadena lateral
ha quedado reducida a una sola molécula. En esta forma se explica
la aparicién de pequeifias cantidades de glucosa sin fosforilar, durante
: la degradacién del glicégeno realizada por extractos libres de amila-
sa y de fosfatasa. Se ha descrito también una #sofosforilasa (Meuté-
- médian, 1954), obtenida de la papa, capaz de romper y crear enlaces
1-6, y que act@ia de un modo semejante a la fosforilasa. Todavia
no se sabe si en los tejidos animales existe un fermento semejante.
La accién combinada que estos diversos sistemas enzimaticos
ejercen en la sintesis y en la degradacién del glicégeno, permite
~explicar el hecho de que cuando se administra glucosa uniformemente
- marcada con C*, el glicégeno hepatico muestra una distribucién de
la radioactividad dentro de su molécula que varfa segiin el tiempo
que media entre la administracién de la glucosa y el momento del
examen. Asf, mientras que en las primeras horas que siguen al su-
‘ministro parenteral de una dosis nica de esta glucosa la radioacti-
_vidad se concentra en la periferia del glicégeno, después de 24 6
- 48 horas, la actividad especifica es superior en las porciones m4s in-
ernas de la molécula. En el glicégeno de los demas tejidos este pro-
-ceso es més lento, lo que hace pensar que en ellos la actividad del
-fermento ramificante y la de la amilo-1, 6-glucosidasa son menores
(Stetten y Stetten, 1955).

. 4. CONVERSION DE LA FRUCTOSA Y DE LA GALACTOSA EN GLUCOSA
Y GLICOGENO.

Hemos sefialado en paginas anteriores que la fructosa y la
.galactosa pueden ser convertidas en glucosa o en glicégeno (§ 2. 4.).
" El mecanismo intimo de estas conversiones no ha sido totalmente
-dilucidado; pero se dispor‘re de datos que permiten formarse una
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magen muy aproximada de lo que en realidad ocurre, especialmente
si se asocian las observaciones obtenidas en el higado, con las reali-
zadas en algunos microorganismos.

3. 4. 1. La primera etapa en la utilizacién de la fructosa es su
fosforilacién por medio del ATP, para dar lugar al fructosa-1-fos-
fato (§ 3. 2.). Trabajando con homogenizados de higado parcial-
mente purificados, Cori, Ochoa, Slein y Cori (1951) encontraron
que el F-1-P puede transformarse en G-6-P, proceso que no ocurre
en extractos de musculo de conejo o de cerebro de oveja. No se
conocen con certeza las etapas intermedias de esta transformacién.
Se pens6 en la posibilidad de que el F-1-P se convirtiera primero
en F-6-P y luego, bajo la influencia de la fosfohexo-isomerasa, en
G-6-P, o bien que se transformara directamente en G-1-P, bajo la
accibn de una isomerasa y luego en G-6-P. Sin embargo, Cori,
Ochoa, Slein y Cori (1951) no lograron la reaccién inversa, esto es,
la conversi6én del F-6-P en F-1-P, ni la del G-1-P en F-1-P, siendo
que tebricamente ambas reacciones debieran ser reversibles. Otra
posibilidad es la de que en el higado ocurra algo semejante a lo ob-

servado en el musculo,"es decir, que el F-1-P se transforme en F--

di-P siguiendo una reaccién catalizada por una 1-fosfofructoquinasa
en presencia de ATP (Slein, Cori y Cori, 1950) y que el F-di-P sea
hidrolizado por la fosfatasa especifica que existe en el higado, for-
mando F-6-P, el cual posteriormente es convertido en G-6-P. Es-

tudios posteriores han demostrado que el F-1-P puede ser desdot

blado directamente en aldehido glicérico y dihidroxiacetonfosfato,
bajo la acci6én de una aldolasa especifica, la I-fosfofructo-aldolasa,
que se ha encontrado en el higado de rata (Hers y Kusaka, 1953;
Leuthardt, Testa y Wolf, 1953; Leuthardt y Wolf, 1954). El aldehi-
do resultante puede ser fosforilado en el carbono 3 por accién de una
trioquinasa en presencia de ATP (Hers y Kusaka, 1953) y conden-
sarse posteriormente con el dihidroxiaceténfosfato, formando de
" esta manera el F-di-P. Administrando a la rata fructosa marcada
con C™ en posicién 1, se comprueba que aproximadamente la ter-
cera parte de la radioactividad que aparece en el glicégeno hepé-
tico se encuentra en el carbono 6, fen6meno que se ha interpretado
como la consecuencia de una fragmentacién parcial de la fructosaen’
triosas, antes de ser incorporada en el glic6geno (Hers, 1955).

3. 4. 2. Con respecto a la galactosa, el hallazgo del Gal-1-P
(Kosterlitz y Ritchie, 1943) hace pensar que éste sea el primer pro-
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ducto de la fosforilacién, idea que est4 de acuerdo con lo que Leloir

su grupo han encontrado en el Saccharomyces fragilis (ref. en
;;eloi'r, 1951). En este microorganismo se ha podido reconocer la via
de la conversi6n del Gal-1-P, gracias al descubrimiento de una nueva
coenzima, el wuridindifosfatoglucésido (UDPG).

El UDPG reacciona con el Gal-1-P, dando lugar a la formacién
de wridindifosfatogalactésido (UDPGal) y de G-1-P. A nivel de la
.cenzima se producirfa la inversién de Walden por medio de una
galactowaldenasa, regenerandose el UDPG (Leloir, 1'951). Los ex-
périmentos de Topper y Stetten (1951) apoyan la idea de que in
_givo se verifica la inversién directa en el earbono 4, pues en ratas
que reciben galactosa marcada con C* en el carbono 1, la mayor
: parte del C* se encuentra posteriormente en el carbono 1 de la glu-
cosa obtenida del glicogeno hepéatico. Una vez formado el G-1-P,
facil imaginar las etapas siguientes hasta llegar a convertirse en
‘glicégeno o en glucosa, como se explicé en el § 3. 3., y se resume en

“la Figura 1.

3. 5. Via GLicoLiTicA DE EMBDEN-MEYERHOF PARA LA DEGRADA-

CION DEL GLUCOSA-6-FOSFATO.

3. 5. 1. Etapa de los hexosafosfatos.—De acuerdo con lo que he-

mos expuesto anteriormente, el G-6-P es un metabolito intermedio

que puede provenir de la glucosa o del glicégeno. Este hexosafosfato
puede seguir varios caminos: (¢) ser desfosforilado, liberando glu-
osa (§ 3. 3.); (44) ser convertido en F-6-P y continuar la via meta-
ica lamada de Embden-Meyerhof, o (4i4) ser oxidado hasta el
do de 4cido 6-fosfoglucénico y seguir luego la via metabélica de
Warburg-Dickens-Lipmann (§ 3. 6.).

En el esquema de Embden-Meyerhof (Fig. 1) el G-6-P es con-
vertido en su isémero, el F-6-P, por medio de un fermento especifico,
fosfohexo-isomerasa, encontrada por Lohmann (1933) en extractos
de higado y de otros tejidos y en microorganismos. Su presencia
en homogenizados de higado ha sido confirmada por Cori, Ochoa,
Slein y Cori (1951), quienes observaron la transformacién de F-6-P
glucosa y fosfato. La interconversién de hexosamonofosfatos es
versible.

~El F-6-P adquiere luego un nuevo fosfato y forma el fructosa-
1,6-difosfato (F-di-P), en reaccién catalizada por una fosfofructo-
guinasa en presencia de ATP. Esta enzima no ha sido atn suficien-
nte estudiada, pero se ha conseguido extraerla de mitsculo de

i
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conejo y purificarla parcialmente (Taylor,
reversible; sin embargo, el F
diante la acci6n de una fosf
higado (Lohmann, 1933; Gomori,

1943;
1953; Horecker, Gibbs, Leuthardt, Testa y Wolf,

Klenow y Smyrniotis, 1954).

3. 5. 2. Etapa de los triosa 105~ i
la Figura 4, el F-di- fosfatos.—Como puede apreciarse en

P es desdoblado en dos triosafosfatos por una
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AC. PRUVICO .

F16. 4.—FEtapa de los triosafosfatos i
1G. 4. de los en la degradacién de las he
(g:l:(;;}l(i)!;;(:aat I,I \;hhéldx(’ioxxaceténfosfato; II, aldehido 3-fosfoglicéﬁcz?sﬁlp0;o:?o;lfia
0; 1V, 4cido 3-fosfoglicérico; V, 4cido 2-fosfoglicéri : i )
enolpirivico.—Lag enzimas izin istininn Tt 0 Seido fodlo;
‘ Nzimas que catalizan las distintas reacciones son las sigui
ttlaisc.é:iczlflzla:a; 2, trxosafmfato—isomerasa; 3, deshidrogenasa del aldehidossﬂﬁflﬁ:
glic ; 4, fosfoferasa especiﬁca; 5, fostgliceromutasa; 6, enolasa; 7 fosfoferas.-a
piravica. ol ’

aldolasa o zimohexasa, en reacci6én fAcilmente reversible. Los triosa-
fosfatos resultantes son el aldehido p-3-fosfoglicérico y el dihidroxia-
ceténfosfato. El fermento que se encuentra en el masculo estriado
ha sido purificado y. cristalizado. En homogenizados de higado se
ha encontrado una actividad aldol4sica muy inferior a la que pre-

t 1951). La reaccién no es
-di-P puede convertirse en F-6-P me-
atasa especffica que se encuentra en e}
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senta el madsculo en condiciones experimentales similares (Dounce
y Beyer, 1948; Sibley y Lehninger, 1949; Dounce, Barnett y Beyer,
1950).
L La actividad de la aldolasa no se limita a esta reaccién, sino
que abarca también la capacidad de condensar diversos aldehidos
con el dihidroxiaceténfosfato (ref. en Lardy, 1949). Asi, Lardy,
Wiebelhaus y Mann (1950) han conseguido, mediante la condensa-
- cién del aldehido L-glicérico con el dihidroxiaceténfosfato, la sintesis
" del r-sorbosa-1-fosfato (S-1-P), sustancia que, como se verd més
adelante, es un inhibidor especifico de la hexoquinasa (§ 8. 3. 1.).
Los dos triosafosfatos ya mencionados son interconvertibles
gracias a la acci6bn de la triosafosfato-isomerasa, y a pesar de que
el punto de equilibrio de.la reaccién aislada estd muy desplazada
hacia el dihidroxiaceténfosfato (96%,), se acepta que en la célula
la reaccién ocurre en sentido contrario, debido a que el aldehido
p-3-fosfoglicérico es retirado del medio por un proceso de oxidacién.
g Esta oxidacién ha sido muy estudiada, debido a la importancia
_ ' que tiene en la produccién de un enlace fosférico rico en energia,
que resulta de la captacién de fosfato inorgénico del medio para dar
-lugar al fosfoglicerilfosfato (1, 3-difosfoglicerato). Krimsky y Racker
(1952) han descubierto que el fermento responsable, la iriosafosfa-
todeshidrogenasa, posee como grupo prostético, indispensable para
su actividad, el glutatién reducido. Este hecho explica la conocida
_sensibilidad que esta enzima ofrece a la accién de los agentes que blo-
quean los grupos -SH, como es el monoyodoacetato. De los trabajos
~de diversos grupos de investigadores, se deduce el papel importante
que desempeifian los grupos -SH en el proceso de la oxidacién,.la
“cual se acompafia de la creacién de un enlace rico en energfa entre
el azufre y el sustrato, enlace que por fosfor6lisis se convierte en la
_unién fosférica rica en energia, propia del fosfoglicerilfosfato (Racker,
-1954; Velick, 1954; Boyer y Segal, 1954). Veremos mé4s adelante
‘la participacién que tienen los grupos -SH en la descarboxilacién
oxidativa de los quetoécidos que crea enlaces ricos en energfa. Estos
 hechos muestran la existencia de cierta unidad de procedimientos en
reacciones diferentes., :
~ Por intermedio de una transfosforilasa especifica, puede trans-
“ferirse al ADP el fosfato unido al carbonilo del fosfoglicerilfosfato,
formando asi ATP y 3-fosfoglicerato, en reaccién reversible.
Bajo la influencia de una fosfogliceromutasa, y actuando como
-cofermento el 2,3-difosfoglicerato, se produce la  conversién - del
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3-fosfoglicerato en 2-fosfoglicerato. El cofermento actiia de un modo
semejante al glucosa-1,6-difosfato de Leloir, es decir, el 2,3-difosfo-
glicerato transfiere el fosfato del carbono 3 al carbono 2 del 3-fosfo-
glicerato, regenerandose asi el cofermento y quedando libre el 2-
fosfoglicerato (Fig. 5).

GOOH GOOH
Ac. 2,3-P-G 9H0® GHOH  Ac. 3-P-G
cH,0® cH,0(P)
GOOH GOOH
Ac. 2-P-G cHo(® cio(®) Ac. 23-P-G
CH,OH cH,0(P)

Fic. 5.—Participacién del Acido 2,3-fosfoglicérico en la inter-
conversibn de los 4cidos 3-P-G y 2-P-G.

El 2-fosfoglicerato se deshidrata bajo la accién de la emolase,
dando fosfoenolpiruvato, en el cual el radical fosfato aparece unido
por medio de un enlace rico en energia.

Este fosfato puede ser transferido al ADP mediante una trans-
fosforilasa especifica, liberando piruvato. La reversibilidad de esta
reacciébn ha sido demostrada por Lardy y Ziegler (1945).

3. 5. 3. Destino del piruvato.—El piruvato es una molécula muy

reactiva, capaz de participar en diversas reacciones, en diferentes
tejidos y microorganismos (Stotz, 1945; Guzman-Barrén, 1952). Ellas
pueden reducirse a cuatro fundamentales: () aminacién, que lo
convierte en alanina; (#4) descarboxilacién que lo transforma en al-
dehido acético; (##7) reduccién, que da lugar a la formacién de 4cido
l4ctico, y (4v) oxidacién, acompafiada de descarboxilacién, cuyo pro-
ducto final es el «acetato activo». Nos preocuparemos especialmente
s6lo de las dos tGltimas.

La reduccién del piruvato se efecta por intermedio de la des-
hidrogenasa ldctice y como cofermento actfia la coenzima I reducida

(DPNH), aunque en algunas circunstancias lo hace también la co-

enzima II {TPNH). Se considera que esta reaccién es la etapa final
del proceso de la fermentacién lactica (glicdlisis) y se acepta que la

coenzima reducida proviene fundamentalmente de la oxidacién del

triosafosfato. En anaerobiosis, el aceptor definitivo de estos hidré-
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gos serfa el piruvato; en cambio, en presen(fia de. oxigencz, los hi-
enos pueden llegar a formar agua y dejar disponible el piruvato,

su descarboxilacién oxidativa o para otras reacciones.
La intimidad de la reacci6n de descarboxilacién oxidativa no

a sido atn totalmente dilucidada; pero se sabe que tal rga?c%bn
‘ge cataliza por un sistema enzimético, la deshzdrogenas.a {J:;zfzvuf:a,
ue actlia en conexi6én con cuatro cofermen.tos: el nuclebtx.do ifos é)—
“piridinico, la difosfotiamina, el 4cido ti6ctico y la coenzutx,la _jllx.c'éx;
1a Figura 6 se indica el mecanismo probable de la descarboxilacy

AC. TIOGTICO
CH,
: / CPNH
|«
S——S  ~_
CH3GOGOOH opPT* oPN*
AC. PIRUVICO
H
CH 2
/ \2 /N
CHp  GH -R Cl“z T“ R
|| ool
0 L
GH3-CO R 3
HS-CoA CH3GO~S- CoA

ACETIL-COENZIMA A

Fic. 6.—Representacién esquemética de la descarboxilacién oxidativa
del 4cido pirivico. N

R = -(CH,),COOH; DPT+ = difosfotiamina; DPNt = nucle6-
tido difosfopiridinico; HS-CoA = Coenzima A.

¢ widativa del Acido pirtvico (Gunsalus, 1954). Puede apreciarse en
e lla, 1a participacién que cabe a los grupos 7 .
que permiten la creacién de un enlace rico en energia .entre el radi-
c. al acetilo y el azufre. El radical acetilo seria transfendO' a la coen-

-SH del 4cido tibctico,
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zima A, constituyendo la acetilcoenzima A, que mantine el enlace
rico en energia y constituye, por esto, el compuesto llamado «acetato
activo». Este Gltimo cuerpo tiene la caracteristica de participar en
numerosas reacciones, en las cuales el acetilo se acopla a otras molé-
culas, en reacciones de gran interés biolégico (ref. en Lipmann,
1954). La fosforélisis de la acetil-coenzima A puede dar lugar a la
formacién de acetato libre y de fosforilcoenzima A, la cual posee
un enlace fosférico rico en energia y es capaz, por eso, de fosforilar
al ADP y convertirlo en ATP.

Una de las reacciones més importantes en las que participa la
acetilcoenzima A, es la formacién de 4cido citrico, resultante de la
unién del acetilo con el 4cido oxalacético. Esta reaccién constituye
la etapa inicial del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, descrito por
Krebs, ciclo que termina en la oxidacién completa del acetilo. (§ 3.
8. 1).

3. 6. Via oxIDATIVA DE WARBURG-DICKENS-LIPMANN PARA LA DE-

GRADACION DEL GLUCOSA-6-FOSFATO.

3. 6. 1. La via oxidativa, estudiada hace algunos afios por War-
burg (Warburg, Christian y Griese, 1935; Warburg y Christian,
1937), Lipmann (1936) y Dickens (1938 @ y b), es una alternativa
de la llamada via glicolitica de degradacién de los hidratos de car-
bono que ha adquirido Gltimamente gran importancia. Se ha po-
dido comprobar su amplia difusién tanto en el reino animal como
en el vegetal, y ha permitido explicar los procesos de formaci6én de
numerosas substancias naturales cuyo origen era, hasta hace poco
tiempo, totalmente desconocido. La denominaci6n de via oxidativa
pone énfasis en el hecho de que las primeras etapas de la degrada-
ci6én son oxidaciones, en contraposicién con la via glicolitica, en la
cual la oxidacién se produce sélo después de la divisién anaer6bica
en triosas (Fig. 7).

3. 6. 2. Etapas oxidativas.—En la primera etapa de la oxida-

cién, el G-6-P es transformado en 6-fosfogluconato por accién de.

una deshidrogenasa especifica que tiene como cofermento el TPN.
Esta deshidrogenasa corresponde al denominado Zwischenferment,

extraido por Warburg de glébulos rojos. Se ha demostrado que en,

esta reaccién se forma una lactona como producto intermedio de
- la deshidrogenacién (Cori y Lipmann, 1952), lactona que por hi-
drélisis catalizada por otra enzima formarfa el 6-P-gluconato (Bro-
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a deshidrogenasa del G-6-P se encuentra
ies animales y en muchas otras cla-
xcepcién ‘del misculo esquelético y

diey Lipmann,. 1955). L
el higado de diversas espec
~_de células, con la posible e

at cerebro (Dickens y Glock, 1951; Scott y Cohen, 1951).
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F1G6. 7.—Degradacién del glucosa-6-fosfato por la via oxidativa. I,
G-6-P; 11, lactona del 4cido 6-P-glucbnico; 111, 4cido 6-P-glucénica;
IV, intermedio hipotético; V, ribulosa-sP; VI, aldehido glicélico
activo; VII, aldehido 3-fosfoglicérico. Las enzimas que catalizan las
distintas reacciones son las siguientes: 1, deshidrogenasa del G-6-P;
2, gluconolactonasa; 3, deshidrogenasa del acido 6-P-glucénico; 4,
carboxilasa; §, transquetolasa. '

-~ El G-P-gluconato sufre una nueva oxidacién, y es transforma-
do en ribulosa-5-fosfato con liberacién de una pareja de hidrégenos
y de una molécula de anhfdrido carbénico. La reacci6n es catalizada
por la deshidrogenasa 6-fosfoglucémica, cuyo cofermento es también
¢l TPN. Esta enzima se encuentra en diversos tejidos animales y
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ha sido extrafida del higado de conejo (Seegmiller y Horecker 1952;
Horecker y Smyrniotis, 1951); en el misculo esquelético su activi-
dad es muy escasa (Horecker y Smyrniotis, 1951). No se sabe aGn
con certidumbre si el proceso de descarboxilacién oxidativa se rea-
liza en un solo tiempo, o si se produce en primer lugar la deshidro-
genacién, formando un cuerpo intermedio, el 3-queto-6-fosfogluco-
nato, que sufre una descarboxilacién posterior (Horecker y Smyr-
niotis, 1951; Ochoa y Stern, 1952). La reaccién

6-fosfogluconato > ribulosa-5-fosfato 4+ CO, + 2H

es facilmente reversible, lo que constituye un apoyo para la primera
interpretacién (Ochoa y Stern, 1952).

Cuando se estudia esta reacciébn en preparaciones de higado o
de otros tejidos, en las cuales la enzima est4 sélo parcialmente pu-
rificada, se obtiene una mezcla de ribulosa-5-fosfato y ribosa-5-fos-
fato. Este hecho se explica por la presencia de un fermento que
cataliza la interconversién de ambos pentosafosfatos, el que ha sido
denominado pentosafosfato-isomerasa (Horecker, Smyrniotis y Seeg-
miller, 1951; Horecker y Smyrniotis, 1952). La relacién de equili-
brio serfa aproximadamente de una molécula de quetosa por tres
de aldosa (Seegmiller y Horecker, 1952). Usando sustrato mar-
cado, Horecker, Smyrniotis y Seegmiller (1951) han demostrado,
en preparaciones de levadura, que el producto primario es real-
mente el ribulosa-5-fosfato.

3. 6. 3. Etapa anaerébica.—El ribulosa-5-fosfato es el sustrato
de una transquetolasa, que ha sido purificada del higado, y que re-
quiere como cofermento el-pirofosfato de tiamina (Horecker, Smyr-
niotis y Klenow, 1953). Esta transquetolasa escinde el ribulosa-5-
fosfato en una molécula de triosa, el aldehido 3-fosfoglicérico, y en
un fragmento de dos Atomos de carbono. Este Gltimo parece ser
un aldehido glicélico <«activo», pues es fAcilmente incorporado a
_otras moléculas de monosacéridos dando lugar a un alargamiento
de la cadena. En realidad, la escisién s6lo tiene lugar cuando existen
aceptores de este aldehido, pues nunca se ha conseguido obtener el
aldehido glictlico libre (Horecker, Smyrniotis y Klenow, 1953;
Racker, Haba y Leder, 1953). El triosafosfato podrfa seguir las
reacciones conocidas que lo transforman en piruvato, uniéndose de
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2 manera en un conjunto metabolico comin con los triosafosfatos

quucidos por via glicolitica (Figura 4).

'3- 6. 4. Destino del aldehido glicélico—El .destiflo del a.ld;hidlo
i o «activo» es muy interesantc, pues bajo la 1pﬂuenc(:1:m : ;
ici Gltiples reacciones,
uetolasa puede participar en m
-‘in?lrifaq en la Figura 8, adaptada de Horecker (1954). Con respecto
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Fic. 8.—Destinos del aldehido glicélico ¢activo»: Las .ﬂechas interrum-
o pidas corresponden a reacciones hipotéticas.

al metabolismo glucidico en el tejido he'pé.tico, conviene czfs.ta;:;;
la formacién de heptosas y hexosas a partir de pentos?s. Tra ta:-,Zfos
. ' ha visto que los pento -
on extractos purificados de higado, se :
%Ltos pueden formar sedoheptulosa-7-fosfato (Horecke_r y Slrrgx;r;
iotis, 1952) y fructosa-6-fosfato (Horecker 'y Smym.lotls, 1;
- ﬁc;fec,ker Gibbs, Klenow y Smyrniotis, 1954). Se consx;:lera qzedel
einagibn hep sultado de una transferencr
formacién de la heptulosa es el resulta : del
'af;:le;:ido glicélico <activo» desde el rlbulosa-?-f;)sfil.u;3 .al rzg?sa:)
" i ido 3-fosfoglicérico (k1g. 7).
fosfat ceso en el cual se libera aldehi : .
b Sfalgl’ rglx&;c(‘:;lismo de la sintesis del hexosafosfato ha sxdf) e.studlasc‘l;o
ipecialmente por Horecker, Gibbs, Klenow.‘y Srpymlotls (19 di).
mierﬂég ‘atilizando pentosafosfato marcado c;sotépxcan;entex;r;ctos
s o )S : lusi6n de que en los e
ersos-carbonos, han llegado a la_ conc de 2
v gmipuriﬁcédos de higado operan, ?11 menos, .tres rflecammos que
rmiten explicar los resultados f)bservados ‘(Fxg. 9):
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(2) Por la accién de la transquetolasa se transferiria al aldehido
glicblico <activo» desde una molécula de ribulosa-5-fosfato a una
de ribosa-5-fosfato (R-5-P), forméndose sedoheptulosa-7-fosfato
(S-7-P) y aldehido 3-P-glicérico. El S-7-P, por la accién catalitica
de la transaldolasa (Horecker y Smyrniotis, 1953) cederia un radi-
cal dihidroxiacetona <activo» al aldehido 3-P-glicérico, obteniéndose
de esta manera F-6-P y un tetrosa-4-fosfato. Estudios posteriores
han demostrado que éste es el D-eritrosa-4-fosfato (E-4-P) (Ho-
recker, Smyrniotis, Hiatt y Marks, 1955);

RIBULOSA-5-P RIBOSA-5-P

X Transquetolasa

SEDOHEP TULOSA-7-P ALD, 3-P-GLICERICO

Tronsaldolasa
FRUCTOSA-6-P ERITROSA-4-P RIBULOSA-S8-P
X Tromquetolase
FRUCTOSA-6-P ALD. 3-P-GLICERICO ALD. 3-P-GLICERICO .

X
]
Fi1G. 9.—Vias de formacién del fructosafosfato a expensas de pentosa-
fosfatos.

FRUCTOSA-6-P

(%) El ribulosa-5-P podria transferir un aldehido glicélico <ac-
tivo» al E-4-P, en una reaccién catalizada por la transquetolasa,
formando F-6-P y aldehido 3-P-glicérico;

(#12) Dos triosafosfatos podrian reaccionar entre si bajo la in-
fluencia de la aldolasa, originando F-di-P, el que por desfosforila-
ciébn se convertiria en F-6-P.

La sintesis de fructosa-6-fosfato es muy importante, pues esta-
blece un nuevo puente de unién entre la via oxidativa y la via gli-
colitica, y explica, entre otras cosas, la formacién de glicégeno a
partir de pentosas. El conjunto de reacciones que conducen a la
regeneracién de hexosafosfatos representa un ciclo metab6lico que
permite la oxidacién paulatina de los hidratos de carbono sin llegar
al ciclo de Krebs. Su conocimiento es fundamental para estudiar
tanto las reacciones mutuas entre diversos metabolitos asf como las
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acciones farmacol6gicas que bloquean parcialmente determinadas
etapas del ciclo citrico.

‘Fuera de la importancia que tiene la via oxidativa en las reac-
ciones de sintesis y de degradacién de los monosacaridos en el higado,
es necesario destacar otros aspectos que son del méis alto interés,
Uno de ellos es la formacién de las pentosas que se incorporan en
los nucleétidos, asunto que ha sido recientemente revisado por Pla-
za de los Reyes (1955). Otro es su participacién en el proceso de la
fotosintesis, pues las mismas reacciones que suceden en extractos
de higado han sido encontradas en tejidos vegetales (ref. en Racker,
1954). Los ésteres fosféricos de la ribulosa y de la sedoheptulosa es-
tan adquiriendo una importancia cada vez mayor, en cuanto se sabe
que no sblo intervienen en la formacién de hexosas precursoras in-
mediatas de los polisacaridos, sino también en el proceso mismo de
la fijacién del anhidrido carbénico (Calvin, 1954; Horecker, 1954).

3. 7. IMPORTANCIA RELATIVA DE LAS V{AS GLICOL{TICA Y OXIDATIVA.

Conocida la existencia de dos vias paralelas en las primeras
et_apas de degradaci6én de la glucosa, ha interesado conocer cuél es
la importancia relativa de cada una de ellas en los diferentes tejidos.
Con el objeto de resolver este problema, se han incubado cortes de
diversos tejidos en presencia de glucosa marcada en diferentes po-
ciones y se ha medido la velocidad de produccién del C4Q, y del
actato marcado, precisindose en este Gltimo la ubicaci6én del is6topo.
ambién se ha recurrido al procedimiento de comparar en los di-
rsos tejidos el destino de los carbonos is6topos provenientes de
glucosa, 4cido lactico y gluconato marcados en diversas posiciones.
s resultados obtenidos por distintos grupos de investigadores no
han sido uniformes. Asf, Stetten y colaboradores, empleando pro-
dimientos que abordan el problema desde diversos angulos, han
egado a la conclusién de que en cortes de higado de rata aproxima-
damente la mitad de la glucosa que se oxida lo hace por la via oxida-
tiva; en cambio, el diafragma del mismo animal utiliza Gnicamente
la via glicolitica y el rifibn ocupa una posicién intermedia (Bloom,
tetten y Stetten, 1953; Bloom y Stetten, 1953; Bloom y Stetten,
55). Por otra parte, Katz, Abraham, Hill y Chaikoff (1954 y
1955), han concluido que los cortes de higado de rata utilizan la via
pxidativa en una proporcién pequefia, y Landau, Hastings y Nes-
bett (1955) dan cuenta de experimentos que demostrarfan que en
condiciones de trabajo el ‘higado de rata utilizarfa la via oxida-

4
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tiva también en una mfinima proporcién (109,). En higado de ra-
tén, los resultados de Abraham, Hill y Chaikoff (1955) indican que
opera casi exclusivamente la via glicolitica.

El estudio en tumores parece indicar que existe en ellos una par-
ticipacién importante de la via oxidativa (Abraham, Hill y Chaikoff,
1955).

3. 8. CicLo cirrico pE KREBs.

3. 8. 1. El ciclo citrico de Krebs est4 constituido por una serie
de reacciones encadenadas, en las cuales el acetilo se convierte en
anhfdrido carbénico y dgua, liberando energfia utilizable por el or-
ganismo. Este ciclo fué descubierto en papillas de musculo de pa-
loma; posteriormente ha sido encontrado también en el higado y
en una variedad de tejidos animales y vegetales, asf como en nu-
merosos microorganismos. El reconocimiento de la existencia de este
ciclo se ia hecho estudiando la desaparicién de ciertos sustratos,
asf como la acumulacién de algunas sustancias bajo la influencia
de inhibidores mé4s o menos especificos de ciertas reacciones. La
utilizacién de sustratos marcados isotépicamente ha contribufdo

en buena medida al conocimiento més exacto de todo el proceso..

En la actualidad se conoce en detalle el mecanismo de cada una de
las reacciones, y se han aislado en forma soluble y purificada la
mayorfa de los fermentos responsables, cuyas condiciones cinéticas,
coenzimas y factores accesorios (iones) han sido estudiados. Ha faci-
litado mucho el estudio de este conjunto de reacciones, el hecho de
que todas-ellas se realizan en las mitocondrias, las cuales pueden
ser separadas facilmente de los demés componentes celulares.

En la Figura 10 aparece un esquema del ciclo cftrico de Krebs.
No parece necesario referirse a él sino someramente, pues hay mag-
nificas revisiones del asunto a las cuales puede acudir quien tenga
interés en conocerlo mé4s profundamente (Krebs, 1943; Green, 1949;
Martius y’' Lynen, 1950).

La acetil-CoA, formada en la descarboxilacién oxidativa del
piruvato o en el curso de la oxidacién en B de los Acidos grasos, es
capaz de reaccionar con el oxalacetato bajo la accién catalitica de
un fermento condensante, produciendo citrato y dejando libre la co-
enzima A. El citrato es transformado en isocitrato, a través de un
proceso de isomerizacién que se realiza teniendo como sustancia in-
termedia al cis-aconitato. En este proceso de isomerizacién, que

es catalizado por la aconitasa, aparece un grupo alcohélico secunda-
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F16. 10.—Ciclo citrico de Krebs. I, acido pirtivico; II, acetilcoenzima A;

II1, Acido oxalacético; IV, 4cido citrico; V, Acido cis-aconftico; VI, 4cido
isacitrico; VII, 4cido oxalosuccinico; VIII, &cido e-quetoglutarico; IX, 4cido

.succfnico; X, Acido fumérico; XI, 4cido malico. Las enzimas que catalizan

las distintas reacciones son las siguientes: 1, deshidrogenasa pirGvica; 2,
enzima condensante; 3, aconitasa; 4, deshidrogenasa isocftrica; §, carboxilasa
oxalosuccinica; 6, deshidrogenasa a-quetoglutarica; 7, deshidrogenasa suc-
cinica; 8, fumarasa; 9, deshidrogenasa mélica. En el centro se ha indicado
el nimero de enlaces fosféricos ricos en energfa producidos durante la oxi-
dacién de los hidrégenos que se liberan en las reacciones respectivas.
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rio en posicién 8 con respecto a un carboxilo. Esto hace posible la
descarboxilacién oxidativa del isocitrato, bajo la influencia del lla-
mado fermento isocitrico, que es activado por Mg**t y que requiere
coenzima II. En la descarboxilacién oxidativa se produce la salida
simultdnea de dos hidrégenos y de una molécula de anhidrido car-
bénico; pero en ciertas condiciones ha sido posible separar la etapa
oxidativa propiamente tal, obteniéndose el oxalosuccinato, el cual
posteriormente sufre la descarboxilacién (Fig. 10). Ya sea que se
trate de una reaccién tnica o de dos reacciones consecutivas, el
cuerpo resultante es el a-quetoglutarato, el cual sufre una nueva
descarboxilacién oxidativa y da lugar a la formacién de succinato;
el fermento responsable de esta reaccién es una deshidrogenasa (u
oxidasa), cuyo mecanismo intimo de accién es semejante al de la
enzima responsable de la descarboxilacién oxidativa del piruvato;
requiere también coenzima I, difosfotiamina, 4cido tiéctico y co-
enzima A. De esta reaccién resulta como compuesto intermedio la
succinil-CoA, substancia que puede ser utilizada en algunas sintesis
biolégicas, como por ejemplo, la de porfirinas. El succinato libre es
deshidrogenado por la deshidrogenasa succinica, cuyo cofermento se-
ria el citocromo b. El cuerpo resultante es el fumarato, el cual, por
accién de la fumarasa, se hidrata, transformandose en 4cido malico,
el que a su vez se deshidrogena (Co I), y produce el oxalacetato,
con lo cual el ciclo se cierra.

Es importante sefialar que el ciclo puede abrirse, pues el ma-
lato y el oxalacetato en ciertas condiciones dan lugar a la formacién
de piruvato, reaccién que podria constituir el camino hacia la sin-
tesis de glicégeno o de glucosa a partir de cualquiera de los compo-
nentes del ciclo de Krebs. En el caso del oxalacetato, que es un 8
quetoacido, la descarboxilacién puede realizarse espontdneamente;
sin embargo, es favorecida por la presencia de Mg**, asf como
también por un fermento especifico que requiere este i6n (ref. en
Ochoa, 1951). El oxalacetato puede descarboxilarse también bajo
la accién catalitica de otra enzima que ha sido encontrada en el
higado de pollo por Utter y colaboradores (Utter y Kurahashi,
1954 a y b; Utter, Kurahashi y Rose, 1954). Esta reaccién que es
perfectamente reversible, requiere ATP o inosintrifosfato (ITP) y
el producto de la descarboxilacién es el fosfoenolpiruvato. El mala-
to produce directamente piruvato, mediante una descarboxilacién
oxidativa catalizada por el fermento mdlico en presencia de Co II,
sin que sea necesaria la formacién intermedia de oxalacetato (ref.
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en Ochoa, 1951). Esta reaccién es semejante a la que experimentan
el isocitrato y posiblemente el 6-fosfogluconato (§ 3. 6. 2).

-Durante el desarrollo del ciclo citrico, la molécula de acetilo
que se incorpord al oxalacetato desaparece totalmente, transfor-
méndose en anhidrido carbé6nico y agua. Sin embargo, no bastan
los 4tomos de oxigeno y de hidrégeno del acetilo para explicar las
dos moléculas de anhidrido carbénico y las cuatro parejas de hidré-
genos que se liberan en el ciclo. Los 4tomos que faltan son suminis-
trados por el agua incorporada en algunas de las.reacciones. Estas
moléculas de agua permiten la liberacién de hidrégenos del sustrato
- hidratado, con produccién de la energfa correspondiente. Asf por
ejemplo, la hidratacién del fumarato, que lo convierte en malato,
es una reaccién facilmente reversible que no necesita, por lo tanto,
energia libre; pero el malato formado entrega una cantidad impor-
tante de energia libre cuando se deshidrogena y se convierte en
oxalacetato.

3. 8. 2. Fosforilacidon oxidativa.—La energia liberada en el curso
de las oxidaciones —tanto en las que ocurren en el ciclo de Krebs
como en otras— resulta aprovechable para la célula en cuanto es
utilizada en la formaci6n de enlaces fosféricos ricos en energia. Es-
tos Gltimos, a través del sistema de los adenenosinpolifosfatos, per-
miten a las células realizar muy variadas reacciones endergénicas.
El proceso de la formacién de enlaces ricos en energfa a expensas
de las 6xido-reducciones, constituye un problema de gran interés
que ha sido muy investigado en estos tltimos afios. Sin embargo,
la intimidad del proceso est4 todavia en la oscuridad, aunque no
faltan im4genes que pretenden aclararlo (Kaplan, 1951).
~ La observacién fundamental consiste en que simultdneamente
con el consumo de oxfgeno se produce desaparicién de fosfato inor-

nico del medio donde respiran papillas de tejidos o mitocondrias
aisladas. En preparaciones frescas de mitocondrias, lavadas repeti-
- das veces hasta eliminar el fosfato inorgénico, se observa que, den-
tro de ciertos limites, el consumo de oxigeno es funcién lineal de la
ncentracién de fosfato inorgénico que se agrega al medio de sus-
pensién, Y Que en ausencia de fosfato este consumo desaparece casi
por completo. Para que haya respiracién se requiere, ademas, la
presencia de cierta concentracién de Mg™+ y de cantidades cata-
iticas de algin adenosinfosfato. Los estudios realizados con fosfato
iniorgénico P, han demostrado que mientras las mitocondrias es-
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tan respirando este fosfato se incorpora a los adenosinfosfatos con
un enlace rico en energfa. Si se afiade al medio un sistema aceptor
del fosfato terminal del ATP, como por ejemplo glucosa més hexo-
quinasa o creatina mé4s creatinfosfoquinasa, se observa que el fosfato
inorganico desaparece del medio y se incorpora a la glucosa o a la
creatina, respectivamente. Este conjunto de hechos hace pensar que la
respiracioén es un fenémeno ligado necesariamente a la captacién del
fosfato inorg4nico y que la energia derivada de la oxidacién se alma-
cena en enlaces fosféricos ricos en energfa. M4s adelante, al tratar del
mecanismo de accién del 2,4 dinitrofeno], volveremos sobre el pro-
blema de las relaciones existentes entre las oxidaciones y las fosfo-
rilaciones (§ 8. 2. 5).

Si se relaciona cuantitativamente el fosfato inorgénico desapa-
recido (micromoles) con el oxfgeno consumido (microitomos), se
observa que el cuociente de fosforilaciébn (P/O) depende estricta-
mente de la calidad del sustrato oxidado. Trabajando con prepara-
ciones de tejidos, en condiciones apropiadas, se ha podido demos-
trar que la oxidacién de la coenzima I reducida (DPNH) va acom-
pafiada de una fosforilacién, cuyo cuociente P/O aceptable es de 3
(Lehninger, 1951) y que la oxidacién del citocromo ¢ reducido se
caracteriza por una relacion P/O cercana a la unidad (Nielsen y

Lehninger, 1954). Esto ha inducido a pensar que la esterificacién

del fosfato inorgénico, en el curso de los procesos de 6xido-reduc-
cién celular, se realiza en las reacciones intermedias que se indican
en el esquema de la Figura 11.

P, ~p Py ~P

SUSTRATO-2H . | PN Y OFN-2H 1 CT-Fet*t 1 0f
H 1]
1] “\ ¢
U

)
1]
FN ¢ CIT-Fet?t

SUSTRATOZ ; \ PN-2H 0
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F16. 11.—Representacién esquemética del proceso de fosforilacién oxidati-
va. Pj=fosfato inorganico; ~. P =fosfato con enlace rico en energfa; PN =
nucleétido piridinico; FN = nucleétido flavinico; CIT-Fe = citocromos.

El anélisis termodindmico demuestra la posibilidad de que la
energia derivada de las reacciones exergénicas de oxidaci6n sea apro-
vechada en la creaci6bn de enlaces fosféricos ricos en energfa. En
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TaBLA 1

* Potenciales de éxido-reduccién, coenzimas utilizadas v cuocientes de fosforilacién de
" yeacciones que ocurren en el metabolismo intermedio de ghicidos, lipidos y prétidos.

: .mw_ Reaccién E'o pH 7 | Coenzimas _ P/O
M ﬂ“ <°~ﬂ Aiv Ai'v AQI.V
I
1 Piruvato 2 Acetato — 0,630 cwa
e-Quetoglutarato o> Succinato — 0,600 OW.Z 4
DTO
+
CoA
IT | Aldehido Acético 2 Acetato — 0,468 —
Glucosa N Gluconato — 0,450 o 3
Glucosa-6-fosfato > 6-P-Gluconato — 0,430 TPN
11 Isocitrato > Oxalosuccinato ~ — 0,300
B-Hidroxibutirato > Acetacetato — 0,293 DPN
Etanol 2 Aldehido Acético — 0,200 .nwz 3
Lactato > Piruvato — 0,180
Malato 2 Oxalacetato — 0,102
v Alanina 2 Piruvato — 0,048
Glutamato > g-Quetoglutarato — 0,030 LA 3
3 Butirato _> Crotonato — 0,025
Succinato > Fumarato — 0,00 m..%mq 2
Propionato > Acrilato + 0,010 FAD
Palmitato . > Oleopalmitato + 0,025

~(*) Datos tomados de la tabla confeccionada por Anderson y Plaut (1949) con
datos de diversos autores.

.(**) DPT = difosfotiamina; DPN = nucleétido difosfopiridfnico; TPN = nu-
clebtido trifosfopiridinico; DTO = 4cido ditiooctanoico (tiéctico); CoA- =
coenzima A; FAD = nucle6tido adenfnflavinico; FeP = hierroporfirina,

**) Cuociente de fosforilacién, medido o hipotético.
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efecto, las diferencias de potencial existentes entre los diversos sis-
temas redox son suficientemente grandes como para que la energfa
libre producida permita la creacién de estos enlaces, cada uno de
los cuales representa aproximadamente entre 10 y 15 mil calorias
por molécula gramo (Fig. 11).

La reaccién de 6xido-reduccién que se verifica entre el sustrato
y el aceptor inmediato, suele no ser capaz de ocasionar una esterifi-
cacién de fosfato, lo que es explicable desde un punto de vista ter-
modinamico, pues la diferencia de potencial no es muy grande.
En la Tabla 1 hemos agrupado los sustratos mas comunes del me-
tabolismo intermedio, en relacién con los grupos funcionales que
experimentan la éxido-reduccién. En ella puede observarse que para
las 6xido-reducciones de una misma clase existe un potencial redox
semejante. En la oxidacién de los grupos aldehidos y alcohélicos,
el potencial es cercano al de los nucle6tidos piridinicos, que es de
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F1G. 12.—Modelos de reacciones de éxido-reduccién, cuyas
caracterfsticas aparecen en la Tabla 1.

—318 mV. Por otra parte, en la deshidrogenacién del succinato,
el potencial redox es de 0,00 mV, muy préximo al del citocromo .5,
que es de —0,04 mV.
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En los sistemas oxidativos donde la deshidrogenasa funciona
on los nucleé6tidos piridinicos, como en el caso de la oxidacién del
socitrato, del malato y de otros sustratos, podrian formarse 3 en-
aces ricos en energia por cada atomo de oxigeno. En cambio, en
a oxidacién del succinato, en cuyo caso los hidrégenos llegan al
xfgeno por un camino més corto, puesto que faltan algunas eta-
, el cuociente de fosforilacién es s6lo 2.

En la oxidacién de los queto4cidos, como el pirtivico y el a-que-
oglutarico, existe un cuociente de fosforilacién de 4, es decir, ocurre
Jo que se llama una fosforilacién «a nivel del sustrato». Termodina-
micamente esto es comprensible, puesto que el potencial redox es
muy negativo (alrededor de —600 mV), estableciéndose asf una
considerable diferencia de potencial con el nucleétido piridinico. El
mecanismo intimo de la formacién de un enlace fosférico rico en
energia «a nivel del sustrato» estd mas o menos esclarecido; en efec-
to, hay razones para aceptar que el enlace rico en energia se esta-
blece primero entre el carbonilo y el azufre del 4cido tib6ctico, y
después se transfiere sucesivamente a la acetil-coenzima A, a la
fosforil-coenzima A y al ATP (§ 3. S. 3).

Conviene sefialar el hecho de que las coenzimas que intervie-
nen en las reacciones de 6xido-reduccién de los sustratos con poten-
ciales redox semejantes, son en general las mismas, y que esas co-
enzimas son adecuadas a los pétenciales de cada sustrato (Tabla 1).

3. 8. 3. Asimilacién del anhidrido carbénico.—Algunas de las
reacciones que constituyen el ciclo de Krebs pueden intervenir tam-
n en los procesos que conducen a la asimilacién de anhfdrido
bénico. Se ha demostrado, por medio de CO, marcado con car-
o isotépico, que esta incorporacién del CO, no es una propiedad
cterfstica y finica de las células vegetales, sino que ocurre tam-
bién en los tejidos animales (ref. en Utter y Wood, 1951). Asi se
-encontrado que el glicgeno hepético de animales a los que se
suministra bicarbonato marcado, contiene esos isé6topos (Solomon,
Vennesland, Klemperer, Buchanan y Hastings, 1941). Asimismo,
an encontrado en el glicégeno de cortes de higado, los carbonos
otépicos del bicarbonato colocado en el medio de incubacién (Top-
per y Hastings, 1949).

- Como mecanismo de esta asimilacién, se considera posible la
versibn de las descarboxilaciones oxidativas del isocitrato y del
alato, puesto que si el TPN se mantiene reducido por medio de
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reacciones acopladas, los 4cidos queténicos, tales como el a-queto-
glutérico y el pirtvico, pueden carboxilarse dando lugar a la forma-
ci6én de isocitrato y de malato, respectivamente (ref. en Ochoa, 1951,
y en Utter y Wood, 1951).

Es posible atin que en la asimilacién clorofilica ocurra una reac-
cién parecida, manteniendo en este caso la reduccién de la coenzima
IT1 mediante la fotélisis del agua, como ha sido demostrado en cloro-
plastos aislados (ref. en Ochoa, 1951).

3. 9. FORMACION DE GLUCOSA Y DE GLICOGENO A EXPENSAS DE ME-

TABOLITOS INTERMEDIOS.

Como ya sefialamos anteriormente (§ 2. 5), los 4cidos pirtvico
y lactico, asf como también otros componentes del metabolismo
intermedio de los glicidos, son capaces de convertirse en glicégeno
y en glucosa. Los datos de que se dispone actualmente para conocer
el mecanismo intimo de estos procesos, derivan fundamentalmente
de estudios realizados con Atomos marcados, tanto iz vivo como in
vitro, y estdn lejos aGn de haber dado completa luz sobre el pro-
blema.

Se acepta generalmente que el piruvato, y el lactato a través
de este tdltimo, forman glucosa o glicégeno simplemente por inver-
sién del ciclo glicolitico. Esta idea se apoya en los resultados obte-
nidos por Lardy y Ziegler (1945), quienes demostraron la posibili-
dad de la fosforilacién directa del piruvato por medio del ATP y
del fermento respectivo, reaccién que era considerada como irrever-
sible. Para someter a prueba esta hipb6tesis, se ha ensayado la uti-
lizacién del lactato marcado isotépicamente en diferentes carbonos.
Cuando el carbono marcado es el B, serfa l6gico esperar que la glu-
cosa que se forma a expensas de esta molécula contenga el is6topo
en los extremos 1 y 6; en cambio, si el carbono « ‘es el marcado, el
is6topo deberfa encontrarse en los carbonos 2 y § de la glucosa.
Lorber, Lifson, Wood y Sakami (1948) y Lorber, Lifson, Wood,
Sakami y Shreeve (1950) hicieron estos experimentos en animales
enteros sometidos a ayuno, a los que suministraron por via bucal
el lactato marcado en diferentes posiciones, y analizaron posterior-
mente el glicégeno depositado en el higado, de acuerdo con las inte-
resantes técnicas de degradacién ideadas por el grupo de Wood (ref.
en Wood, 1951). Se pudo asi observar que las unidades de glucosa
derivadas del glicégeno contenfan carbonos marcados tanto en las
posiciones 1 y 6, como en las 2 y 5; la actividad especifica de los
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carbonos era pricticamente la misma cuando el lactato suminis-
trado estaba marcado en a 0 en 8. Se ha interpretado esta redistri-
ycién de los carbonos marcados que ocurre en el curso de la con-
rsi6n del lactato en hexosa, como la consecuencia de la carboxila-
“cion del piruvato con formacién de un compuesto intermedio simé-
trico constituido por cuatro Atomos de carbono (succinato o fu-
‘marato). La descarboxilacién de este compuesto formaria fosfoenol-
ruvato, marcado indiferentemente en a 0 en B, aun cuando ini-
almente haya sido marcado en uno solo de estos carbonos. Se ha
‘sugerido que el mecanismo intimo de este proceso corresponde a la
serie de reacciones que hemos esquematizado en la Figura 13 (Utter
y Kurahashi, 1954 b; Krebs, 1954).

Considerando la extensién que alcanza la redistribucién de los
carbonos, Lorber, Lifson, Wood, Sakami y Shreeve (1950), estiman
que en las condiciones experimentales utilizadas, menos de 1/5 de
fos carbonos del lactato participan directamente en la formacién
«de glic6geno, por reversién directa de la via glicolitica. Topper y
‘Hastings (19“9) han llegado a conclusiones muy similares, emplean-
‘do piruvato isotépicamente marcado en uno de los carbonos, en
cortes de higado de rata. Los resultados obtenidos muestran que
Ia formacién de glicégeno a partir de piruvato, previa incorpora-
cién de éste en el ciclo de Krebs, es 4 veces mas rapida que la con-
€érsi6bn directa.

Es interesante sefialar el hecho de que cuando se estudia el
acetilo derivado de piruvato marcado, no se encuentra en él esta
distribucién de los 4tomos de carbono, sino que el piruvato mar-
ido en a da acetilo con el is6topo en el carboxilo, y el acetilo pro-
‘veniente de piruvato marcado en B8 contiene el isétopo en el metilo
Shreeve, 1952). Esto obliga a pensar que el compuesto de tres
tomos de carbono que proviene del ciclo de Krebs (ifosfoenolpiru-
ato?) y que va a ser utilizado en la formacién de glic6geno, se di-
erencia en algo del piruvato (jlibre?) que va a generar acetilo, y
i¢ el primero no se transforma en este Gltimo. Este conjunto de
los indica que el proceso de la glicogénesis a expensas de com-
os de tres 4tomos de carbono, dista atin de estar completa-
nte resuelto.
La produccién de glicégeno a partir de propionato marcado,
muestra que también se produce la redistribucién de los 4tomos
carbono en las posiciones a y #, que en este caso es completa.
hecho se ha interpretado como la consecuencia de la formacién

i
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todos los intermedios del ciclo citrico, puesto que todos ellos pueden
lugar a la formacién de piruvato o fosfoenolpiruvato, el cual
ga a producir glicégeno.

! CH3-CO-COOH
: CO2
eH */ Fermento mdlico

. kn10. INTERCONVERSION DE GLUCIDOS, LfPIDOS Y PROTIDOS.
n  COOH-CH,- CHOH-COOH

De acuerdo con los esquemas del metabolismo intermedio que
os revisado, se puede comprender facilmente cu4les son las po-

y Eumardso bles vias que siguen los diferen?es principios inmediatos de. la
H20 ' imentacién hasta llegar a convertirse unos en otros, con el objeto
o o N aaticf ] . tro.
w  COOH-CH=CH-COOH de satisfacer las necesidades cambiantes del organismo
Hgo\ - 3. 10. 1. Conversién de hidratos de carbono en grasas.—La for-
Fumerosa macién de grasas comprende fundamentalmente la produccién de

licerol y de 4cidos grasos. El glicerol puede derivar del dihidroxiace-
nfosfato, mediante una reduccién catalizada por la glicerofosfato-
deshidrogenasa que trabaja con DPNH y que se encuentra en el
higado y en otros tejidos (Baranowski, 1949). El glicerol puede de-
ar también de la reduccién del aldehido glicérico bajo la acci6n
talitica de una deshidrogenasa que requiere coenzima I reducida
que ha sido encontrada en extractos de higado de rata y de cerdo
olf y Leuthardt, 1953).

- La cantidad de glicerol presente en la célula seria un factor
mitativo en la formacién de grasas neutras y repercutirfa en la

v COOH-CHy~CHOH-COOH
ZHJ Deshidrogenosa malica -

v COOH-CH,-CO-COOH

ATP
Corboxilasa oxalacética
CO24{> appP

Vi éHfé'COOH ntesis de A4cidos grasos. Esta hipétesis explica el aumento que
| xperimenta la sintesis de 4cidos grasos a expensas de acetato, cuan-
O~P se adicionan iz vitro algunos precursores glucidicos del glicerol

F16. 13.—Via probable de Ia fosforilacién indirecta del 4cido fef. en Popjak, 1951). . ) :
pirivice, Con respecto a la sintesis de dcidos grasos a partir de hidratos

carbono, se acepta en general que ella se realiza siguiendo la via
| acetilo, derivado éste de la descarboxilacién oxidativa del 4cido
tivico. Desde luego, est4 demostrado que los 4cidos grasos pue-
formarse a expensas de acetato, gracias a una condensacién
waltiple; esta demostracién ha sido proporcionada por los experi-
entos realizados con acetato marcado y anélisis ulterior de los
arbonos de los Acidos grasos (ref. en Bloch, 1952). Cuando se estu-
ia la conversién de la glucosa, del piruvato o del lactato marcados,
n 4cidos grasos, y se investiga la localizacién de los is6topos en
tos Gltimos, se obtienen resultados cuya explicacién es facil si
acepta la formacién previa de un compuesto de dos 4tomos de
bono. Asf, cuando se utiliza glucosa marcada en el carbono 1,

4

I, 4cido pirivico marcado en C;; 11, 4cido mélico mar-
cado en C;; III, 4cido fumérico marcado en C, y C;; 1V,
4cido mé4lico marcado en C, y C;; V, Acido oxalacético mar-
cado en C, y C;; VI, 4cido fosfoenolpirivico marcado en

C, y C;.

intermedia de A4cidos dicarboxflicos de cuatro Atomos de carbono
(Lorber, Lifson, Sakami, y Wood, 1950). Segfin estos autores, la
carboxilacién del 4cido propibnico serfa directa, transforméndolo en
4cido succinico, como ha sido demostrado en algunos microorganis-
mos.

Los hechos relatados explican la capacidad glicogenética de
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los 4cidos grasos de los tejidos animales contienen los is6topos en
los carbonos pares, lo cual indica que se ha llegado a la formacién
de piruvato y de unidades de acetilo marcadas en el metilo (ref.
en Bloch, 1952). Cuando los precursores son el lactato o el piruvato,
s6lo ha sido posible obtener 4cidos grasos marcados, tanto en el ani-
mal entero como en cortes de higado, sélo en el caso en que los car-
bonos is6topos se encuentren en las posiciones 2 6 3 y no cuando
el 4tomo marcado estd en el carboxilo (Anker, 1952; Felts, Chai-
koff y Osborn, 1951). Adn mé4s, Anker (1952) ha demostrado que
el piruvato marcado en el carbono 2 aparece en los carbonos im-
pares de los 4cidos grasos en toda la longitud de la cadena.

Los acetilos formados a expensas del piruvato pueden ser uti-
lizados también en otras sintesis biolégicas, segtin lo prueban los
experimentos de Shreeve (1952) sobre la formacién de 4cido N-acetil-
fenil-aminobutirico, y de Anker (1952) sobre la biosintesis del co-
lesterol.

3. 10. 2. Conversién de dcidos grasos en hidratos de carbono.—
Los experimentos con sustratos marcados indican claramente que
los carbonos de los 4cidos grasos se encuentran incorporados al
glicégeno, atin en aquellas condiciones en que no existe una sintesis
neta de este polisacirido. Como via de esta incorporacién se acepta
que los acetilos derivados de la oxidacién de los 4cidos grasos se
unen con el oxalacetato para formar citrato. Se sabe que en el
ciclo de Krebs hay intercambio de los carbonos a nivel de las mo-
léculas simétricas, al mismo tiempo que hay desaparicién de un
acetilo, de modo que es posible la incorporacién de 4tomos marca-
dos, aun cuando una cantidad equivalente de acetilos se haya oxi-
dado, o sea, sin que se produzca una sintesis absoluta de hidratos
de carbono (Lifson, Lorber, Sakami y Wood, 1948).

La acetona, que debe ser considerada como un producto de
la degradacién de los acidos grasos, da lugar a la formacién de glicé-
geno en el higado, siguiendo al parecer una doble via: por una parte
la molécula se escindiria, transformindose en compuestos de uno
y dos 4tomos de carbono (;formiato? y jacetato?), y por otra, ella
seria oxidada hasta piruvato. Ambos caminos tendrian como inter-

medio probable el propanodiol o el propanodiolfosfato (ref. en
Wood, 1951).

3. 10. 3. Conversién de aminodcidos en hidraios de carbono.—
Se acepta que la formacién de glcidos a expensas de aminoacidos
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seefectfia gracias a la produccién de derivados comunes en el meta-
pdismo intermedio de ambos tipos de sustancias. Asf, la desamina-
i6n de la L(+4)alanina, del L(4)aspartato y del L(4)glutamato
produce, respectivamente, piruvato, oxalacetato y a-quetoglutara-
o, tres moléculas reconocidamente glicogenéticas (§ 3. 8). Estas
reacciones de desaminacién, que se realizan principalmente en vir-
ud de procesos de transaminacién (ref. en Meister, 1955), son de
aracter reversible, lo que explica el hecho de que los 4tomos de
arbono de los glicidos marcados puedan aparecer en las proteinas.
En el caso del 4cido L(+4)glutamico, existe una deshidrogenasa es-
pecifica, presente en el higado, en el rnifién y en el corazén, que lo
_ transforma en 4cido «-quetoglutérico (ref. en Fruton y Simmonds,
1953).

Diversos amino4cidos producen 4cido L(+ )glutdmico como pro-
~ducto intermedio de su metabolismo, por lo cual forman glicégeno
sigutendo esta via; tal es el caso de la prolina, la hidroxiprolina, la
histidina y la arginina (Fig. 14).

NH3 NH3 Cg ’_O—‘
HISTIDINA oc. urocdnico  —<E-~ S}
a
UREA o I <
ARGININA —Z— ORNITINA o > «
NH & - )
ac. semialdehido = — 8 """ > 8
glutdmico 49
---------- g 9 =) 3
PROLINA ===~ 8 o
a )
HIDROXIPROLINA  ----- > ac. hidroxi- —_— &
glutdmico o ﬂ

F16. 14.—Gliconeogénesis proteica vfa &cido a-quetoglutarico. Lineas inte-
rrumpidas representan omision de etapas intermedias.

Otros aminoacidos, como la serina, la cisteina, la glicina, la
valina, la treonina, la isoleucina y la norleucina, se desaminan y
ue go dan lugar a la formaciéon de piruvato (Fig. 15), a través de
dive.rsas etapas intermedias, de donde proviene su capacidad para
rmar glicogeno (ref. en Fruton y Simmonds, 1953, y en West y
add, 1955).
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También es posible que la tirosina y la fenilalanina, aun cuan-
do son considerados como amino4cidos quetogenéticos, logren for-

m3 C3 ]
NORLEUCNA —Z— ac. d-quetocaproico = -=—'--»
NH3 Cs
ISOLEUGINA =<— qc. o - queto- @-metil- et 5 o
valérico o
C2 ;
TREONNA  --%--» GLIGNA ¢, 2 <
c [}
NH3 E o
SERINA =< SR 8
V i 6,
CISTEINA g o
NH3 Co 2
VALINA —£— oc. d.-Quetoiso- s
valerico
NHg
v ALANINA — o}

Fi1G. 15.—Gliconeogénesis proteica via 4cido pirtvico. Lincas
interrumpidas representan omisién de etapas intermedias.

mar glicégeno, pues sus transformaciones en el higado conducen a
la formacién de fumarato y de acetacetato (ref. en Fruton y
Simmonds, 1953).

CarpituLO 4

INFLUENCIA DE METABOLITOS GLUCIDICOS EN LA
RESPIRACION DEL HIGADO

4. 1. Como un criterio de la oxidaci6bn de una determinada
substancia en un tejido, se ha utilizado el aumento que experimenta
el consumo de oxigeno de un corte de este tejido cuando se coloca
en presencia de ella. La magnitud de este aumento constituye una
medida aproximada de la capacidad del tejido para quemar el sus-
trato. Como veremos luego, este criterio no es absoluto, pues la
aplicacién de nuevas técnicas ha mostrado algunas incertidumbres
del procedimiento, de manera que sus resultados deben analizarse
cuidadosamente e interpretarse en conjunto con los obtenidos en

- estudios de otro tipo.

En este capitulo se estudiara la capacidad que poseen los cor-

tes de higado de rata para oxidar glucosa, fructosa y algunos de

sus ésteres fosféricos, expresada en las variaciones del consumo de

~ oxfgeno, medido en aparatos de Warburg.

4. 2. INFLUENCIA DE LA GLUCOSA.

4. 2. 1. La adicién de glucosa al medio de incubacién no pro-
duce una modificacién significativa en el consumo de oxigeno de
los cortes de higado de rata, con respecto a los testigos sin sustrato.
En efecto, el estudio en conjunto de los resultados de nuestros ex-
perimentos (Tabla 2), revela que la presencia de glucosa en concen-
traciones de 30 mM /I produjo, en 40 experimentos realizados en solu-
ci6n de Krebs, una modificacién de + 1,2 + 0,79, valor que no
difiere significativamente de cero. El incremento de la concentra-
ci6n de glucosa hasta 60 mM/l, tampoco consigue aumentar el con-
sumo de oxigeno, como puede observarse en los datos que aparecen

en la Tabla 3.
. 6S 5
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TABLA 2

Influencia de diferentes sustratos sobre el consumo de oxigeno, en cortes de higado de
rata incubados durante 60 minulos en solucion de Krebs (*).

Susato sgregad v | Nodeer | Mottt ad
(2]
Glucosa 40 + 1,2+4+07
Fructosa 20 + 18,9 + 2,1
Glucosa-1-fosfato 18 + 96 *+14
Glucosa-6-fosfato 18 + 131 1,1
Fructosa-6-fosfato 14 + 18,3 + 2,5
Fructosa-1,6-difosfato 15 . + 23,3+ 2,0
Piruvato 10 + 22,6 &+ 2,6
a-Quetoglutarato 1 + 24,2
Malato 1 + 37,4
Succinato 1 + 250,0

(*) Conjunto de datos parcialmente publicados (Niemeyer, 1951; Niemeyer,

Figueroa, Marich, Camus y Figueroa, 1953; Niemeyer, Figueroa y Figue-
roa, 1954; Niemeyer y Figueroa, 1955a; Niemeyer v Figueroa, 1955 b).
(**) La concentracién de los sustratos ensayados fué de 30 mM/1.
(***) l\"lqdiﬁcacién con respecto al testigo sin sustrato; media aritmética y su error
tipico.

TABLA 3

Influencia de diversas comcentraciomes de glucosa sobre el comsumo de oxfgemo, en
cortes de higado de rata (*)

—

Concentracién de glucosa (mM/1)
Experimento
N.e
15 30 40 45 60
1 — + 4,3 -1,1 s
2 + 2,1 + 6,2 — + 2,1 + 6,2
3 - 4,2 + 0,6 — + 1,2 -1,8
4 — - 5,6 -1,1 —_ —

(*) Datos de Niemeyer y Figueroa, no publicados. ]
Cada cifra representa el tanto por ciento en que se modifica el consumo de
oxigeno con respecto al testigo sin sustrato.
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Estos resultados no hacen sino confirmar lo establecido por
arburg (1928) y observado con posterioridad por otros investi-
gadores, quienes han trabajado con diferentes medios salinos de
incubacién y con diversos métodos manométricos (Crabtree, 1929;
Dickens y Greville, 1933; Kisch, 1934; Himwich, Fazikas, Barker
y Hurburt, 1934; Edson, 1936 b; Elliot, Greig y Benoy, 1937; Marsh,
11937, Tipton, 1941; Ugalde, 1943; Herrera, 1945; Olson, 1951). Re-
‘sultados similares se han obtenido también en higado de conejo
(Wainio, 1947) y de cobayo (Quastel y Wheatley, 1933). General-
mente la glucosa ha sido empleada en concentracién de 11 mM;/l,
‘0 sea algo mas baja que la utilizada en nuestros experimentos.

4. 2. 2. En oposicién a lo que ocurre en el higado, la glucosa
ocasiona un aumento de la respiracién en cortes de otros tejidos.
En algunos 6rganos de rata, como el cerebro (Dickens y Greville,
1933; Himwich, Fazikas, Barker y Hurburt, 1934; Elliot, Greig y
Benoy, 1937; Niemeyer, Guadarrama, Gonzéalez y Figueroa, por pu-
blicar), la retina (Dickens y Greville, 1933) y el testiculo (Dickens
y Greville, 1933; Shorr, Loebel y Richardson, 1936; Elliot, Greig y
Benoy, 1937; Niemeyer, Guadarrama, Gonzalez y Figueroa, por pu-
blicar), el incremento es muy grande, llegando en algunos experi-
mentos hasta triplicar el consumo de oxigeno. En cerebro de conejo
(Dickens y Grewille, 1933) y en retina de buey (Kisch, 1934; Greig,
Munro y Elliot, 1939), se han obtenido resultados similares.

El aumento del consumo de oxigeno en otros tejidos de la rata,
‘como el rifibn (Crabtree, 1929; Dickens y Greville, 1933; Kisch,
1934; Himwich, Fazikas, Barker y Hurburt, 1934; Shorr, Loebel y
Richardson, 1936; Marsh, 1937; Niemeyer, Guadarrama, Gonzilez
y Figueroa, por publicar) y el bazo (Dickens y Greville, 1933; Kisch,
1934) es menor, fluctuando alrededor del 209,.

El tejido muscular estriado, en cambio, se asemeja al higado.
' La mayor parte de los autores no observa diferencia en el consumo
-de oxigeno del diafragma de rata incubado en medios con y sin glu-
cosa (Kisch, 1933; Himwich, Fazikas, Barker y Hurburt, 1934;
Marsh, 1937; Beloff-Chain, Chain, Bovet, Pocchiari, Catanzaro y
- Longinotti, 1953). Tampoco en fibras musculares aisladas de perro
se ha observado un cambio de la respiracién por la adicién de glu-
~cosa (Richardson, Shorr y Loebel, 1936). En el musculo cardiaco
“de rata, por el contrario, se observa un aumento de la respiracién
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(Kisch, 1934), lo que no ocurre en el corazén entero de batracio
(Niemeyer y Lira, 1946).

El tiroides parece comportarse de igual manera que el higado
y el misculo estriado (Cruz Coke, Niemeyer y Marich, 1946).

Etotz, Harrer, Schultze y King, 1937; Tipton, 1939 y 1941). La
ria de las mediciones se han hecho en soluciones salinas que
ntienen glucosa al 0,2% (11 mM/1); pero los resultados obtenidos
ausencia de sustrato son del mismo orden.

4. 2. 3. Este conjunto de datos experimentales hicieron supo-
ner a Cruz Coke (1942) que una de las caracterfsticas del metabo-
lismo del higado es su escasa o nula capacidad de oxidar hidratos

TABLA 4

Cuocienle respiratorio de cortes de diversos lejidos de rata, incubados en medio salino
con glucosa (*).

de carbono. El notable incremento de la respiracién producido por
los 4cidos grasos (Quastel y Wheatley, 1933; Niemeyer, 1942) hizo Tejido C. R
pensar que la célula hepAtica utiliza preferentemente este tipo de e
sustrato con fines energéticos. Corion 1.02
Cruz Coke (1942) ha sugerido asimismo la posibilidad de que Retina 1’00
cada tejido oxide preferentemente un sustrato determinado, del cual Corteza cerebral 0'99
obtiene la energfa que requieren sus diversas funciones. En apoyo Testic ulo 0’94
de esta idea puede citarse el hecho de que el tejido nervioso (Quas- Bazo 0’89
tel, 1939) y el musculo estriado (Gemmill, 1942) obtienen su ener- Glandula submaxilar 0'87
gfa principalmente de la glucosa; de que el rifién posee una elevada Mucosa intestinal 0’85
capacidad para oxidar 4mino-4cidos (Krebs, 1935; Rodney y Gar- Rifién 0'85
ner, 1938; Kisch, 1934; Cruz Coke, Niemeyer y Fernindez, 1944) Higado 0’79
y de que el miocardio parece utilizar el 4cido lactico (ref. en Rojas- Higado (ayuno) 0' 61
Villegas, 1936). La comprobacién de esta hipbtesis de trabajo per- & Y !
mitirfa comprender mejor el hecho de que en los diversos tejidos

adquieran diferente importancia algunos cofactores de la actividad Datos de Dickens y Simer (1930). La concentracién de glucosa es de 11 mM/L.
enzimatica, asf como la diversa sensibilidad a fArmacos que presen- :

tan los distintos tejidos. 4. 2. 5. Podrfa también interpretarse, la incapacidad de la glu-

para modificar el consumo de oxigeno en cortes de higado,
poniendo que los mecanismos enzimaticos responsables de la oxida-
de los hidratos de carbono ya estan saturados por la combus-
n del glicégeno.

. Con el objeto de conocer la influencia que ejerce el contenido
glicégeno en el efecto de la glucosa, Cruz Coke y Niemeyer (Nie-
er, 1942) estudiaron el consumo de oxigeno en cortes de higado
ratas sometidas a diversas condiciones que ocasionan una dismi-
aucién de sus reservas de glicégeno. Observaron asi que la glucosa
mpoco modifica el consumo de oxigeno en cortes de higado de
imales sometidos a un ayuno previo. Los estudios realizados en
en las cuales el glicogeno hep4tico estaba en niveles bajos, ya
. por suprarrenalectomia, por choque insulinico o por ambas con-
nes simultdneas, mostraron asimismo la incapacidad de la glu-
a para aumentar significativamente el consumo de oxigeno en

4. 2. 4. El cuociente respiratorio (C. R.) de los distintos tejidos
es diferente, lo que puede constituir un indicio de que utilizan di-
versos sustratos. La Tabla 4 muestra que algunos tejidos, como el
cerebro y la retina, tienen un C. R. de 1,0, caracteristico de la com
bustién de glicidos; en los demas tejidos el C. R. es menor que 1,0,
lo que indica la oxidacién de una mezcla de sustratos. El valor co-
rrespondiente al higado es el més bajo, y es atin menor en higados
provenientes de animales en ayuno. Los resultados de la medida
del C. R. obtenidos en diversos 6rganos por numerosos autores
empleando animales, técnicas y medios de incubacién diferentes, son -
en general concordantes (Dickens y Simer, 1931; Himwich, Fazikas, -
Barker y Hurburt, 1934; Gemmill y Holmes, 1935; Shorr, Loebel
y Richardson, 1936; Elliot, Greig y Benoy, 1937; Marsh, 1937
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los cortes de higado. En el hipertiroidismo experimental el conte-
nido de glic6geno de los cortes de higado es tan reducido, que si
constituyera el Gnico sustrato, no podria mantener el consumo de
oxigeno sino en los primeros minutos de incubacién; sin embargo,
en estas condiciones, el agregado de glucosa tampoco da lugar a
un incremento de la respiraci6én (Niemeyer, 1951).

Por otra parte, en cortes de higado proveniente de animales en
ayunas hemos observado que atin cuando el glicégeno practicamen-
te ha desaparecido, la respiracién se mantiene constante en el curso
de una incubacién de dos a tres horas, y la adicién de glucosa no
modifica el consumo de oxigeno (Niemeyer, Figueroa, Marich, Ca-
mus y Figueroa, 1953).

Puede, pues, rechazarse la interpretaciébn de que la falta de
efecto de la glucosa se deba a que la presencia de glicégeno mantie-
ne saturados los sistemas enzimaticos que intervienen en su degra-
dacién.

4. 2. 6. La capacidad del higado para combustionar glucosa ha
sido estudiada directamente por Olson (1951), utilizando glucosa
marcada. Este autor, colocando cortes de diversos tejidos en un
medio de incubacién que contenia glucosa uniformemente marcada
con C%, y analizando el anhidrido carbénico producido, encontrb
que en el higado la proporcién de C™O, correspondia solamente al
2% del total de anhidrido carbénico producido en la respiracién.
Este fenémeno diferencia el higado de otros tejidos ensayados, como
el cerebro, en el cual la casi totalidad del CO, proviene de la glucosa
marcada. En la Tabla 5, que resume los resultados referidos, puede

TABLA §
Produccién de C»0; a partir de glucosa-C* (10 mM/[l) en cortes de diversos tejidos
de rata (*).
Tejido Qcuo, (*%)

Cerebro + 10,5

Coraz6n + 2,8

Hepatoma + 2,1

Higado + 0,2

(*) Datos de Olson (1951).
(**) Ml de C4O, producidos por mg de tejido seco por hora.
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bservarse ademéas que los hepatomas obtenidos por ingestion de
azotolueno se comportan de manera claramente diversa al higado
ormal, semejandose en esto a otros tejidos. El anélisis de los da-
os publicados por otros investigadores que han incubado cortes
de higado de rata en presencia de glucosa marcada, con diferentes
“propbsitos experimentales, muestra resultados analogos a los obte-
idos por Olson (Masoro, Chaikoff, Chernick y Fetts, 1950; Wein-
house, 1951; Zamecnik, Lotffield, Stephenson y Steele, 1951).

& Los estudios con glucosa marcada dan, pues, evidencia al he-
cho de que este azficar es oxidado en forma muy limitada por la
“ ¢élula hepitica y que, al menos en cortes sobrevivientes, no consti-
tuye una fuente energética apreciable del higado. La pequefia can-
-tidad de glucosa oxidada debe reemplazar una proporcién corres-
" pondiente de sustratos endégenos que el tejido utiliza en condicio-
‘ nes basales.

4. 2. 7. La falta de oxidacién de la glucosa por el higado aparece
‘confirmada, adema4s, en experimentos de competencia de sustrato.
~En la Tabla 6 se exponen algunos experimentos no publicados de

TABLA 6

. Influenciae de la glucosa y del piruvato sobre la oxidacién del CH,C*OOH en cortes
de higado y de rifién de rata (*).

Acetato- | Acetato-CH -Cn
Cu D
N.°ode Teiid C/min/mg | C/min/mg |A % (***)| C/min/mg | A% (***)
exp. Fejido ** ** **
¢y 2) 3) 4) (5)
3 | Higado 2,82 2,89 + 25 2,00 ~29,0
1 Riiién 8,77 7,10 - 19,1 2,82 -~ 68,0

(*) Datos de Niemeyer y Sinex, no publicados.

La concentracién de los sustratos fué de 20 mM/l. La actividad del acetato
correspondfa aproximadamente a 1 000 cuentas por minuto por cada 2 ml
de medio de incubacién.

(**) Cuentas por minuto medidas en el CQ, producido en una hora de incuba-
cién por mg de tejido seco.

Tanto por ciento de modificacién con respecto a los datos de 1a columna 1.
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Niemeyer y Sinex, en los cuales se estudié la produccién de C4Q,
en cortes de higado y de rifién de rata, suspendidos en solucién sa-
lina que contenia CH;C*#COONa, solo o adicionado de glucosa o -
de piruvato. De estos datos se deduce que la presencia de piruvato
disminuye apreciablemente la produccién de C*0O, en ambos teji-
dos, y que este efecto es mas acentuado en el rifibn (—68,0%) que
en el higado (—29,0%). En cambio, la presencia de glucosa inhibe
la produccién de C*O, séblo en el rifiébn (—19,1%) y no la modifica
apreciablemente en el higado (+ 2,5%). Estos resultados indican
que el piruvato se oxida en ambos é6rganos produciendo una inhibi-
cién de la combustién del acetato, lo que puede interpretarse como
la consecuencia de una dilucién del metabolito intermedio comin
(acetil-CoA). En cambio, la glucosa agregada serfa oxidada en el
rifién y no en el higado, puesto que en este altimo no se observa el
efecto de dilucién.

Hace alrededor de 20 afios, algunos investigadores habian rea-
lizado experimentos de competencia de sustrato con otros propésitos
y empleando otras técnicas de estudio. Sus resultados pueden inter-
pretarse en la misma forma en que interpretamos los nuestros. En
efecto, Quastel y Wheatley (1933) demostraron que en cortes de
higado de cobayo, la oxidacién de los 4cidos grasos, medida por la

aparici6én de acetacetato, no era modificada por la presencia de glu-

cosa. Edson (1936 &) obtuvo resultados similares en higado de rata,
comprobando ademés que el piruvato y el lactato reducian aprecia-
blemente la produccién de acetacetato derivado del &4cido hexanoico.

Del conjunto de los datos presentados puede concluirse que el
tejido hepético no oxida glucosa exégena, sino en muy escasa pro-

porcién, en lo cual difiere de la mayorfa de los otros 6rganos estu-
diados.

4. 3. INFLUENCIA DE LA FRUCTOSA.

En oposicién a lo que ocurre con la glucosa, la adicién de fruc-
tosa al medio en que se incuban cortes de higado de rata, ocasiona
un incremento apreciable del consumo de oxigeno. En efecto, en
20 experimentos no publicados, hemos encontrado una modificacién
de + 18,9 + 2,19, (Tabla 2). Estos resultados concuerdan con los
comunicados por Kisch (1934) y por Marsh (1937). En cambio,
Dickens y Greville (1933), en tres experimentos, no observaron mo-,

dificacién apreciable del consumo de oxigeno; pero sf una elevacién :

del cuociente respiratorio que interpretaron como el reflejo de una
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dacién de la fructosa. Otros tejidos, como el cerebro, la retina,
] testiculo y el rifién, muestran un incremento considerable del
snsumo de oxigeno en presencia de fructosa, aumento que es del
mismo orden de magnitud, o superior, al que experimentan por adi-
n de glucosa (Dickens y Greville, 1933; Kisch, 1934; Marsh, 1937;
iemeyer, Guadarrama, Gonzéilez y Figueroa, por publicar). Por
.otra parte, en cortes de bazo, la fructosa ocasiona sélo un aumento

iscreto (Dickens y Greville, 1933) o nulo (Kisch, 1934; Niemeyer,
.Guadarrama, Gonzélez y Figueroa, por publicar) de la respiracién, y
_en el misculo estriado (diafragma de rata) no la modifica sensible-
mente (Marsh, 1937).

‘4. 4. INFLUENCIA DE LOS HEXOSAFOSFATOS.

, 4. 4. 1. Los diversos ésteres fosféricos de la glucosa y de la
fructosa que hemos ensayado, producen un aumento del consumo
e oxigeno de los cortes de higado de rata (Tabla 2). Usando los.
sustratos en concentracién de 30 mMj/l, los promedios de aumento
con sus respectivos errores tipicos, expresados en tanto por ciento,
fueron los siguientes: 9,6 + 1,4 con G-1-P; 13,1 =+ 1,1 con G-6-P;
18,3 £+ 2,5 con F-6-P, y 23,3 &+ 2,0 con F-di-P. Los efectos son
‘menores en experimentos en los cuales se utilizan concentraciones
"de hexosafosfatos de 20 6 10 mM/l y no son mayores cuando la
concentracién se lleva a 40 mM/l (Niemeyer, 1951).

El efecto de los hexosafosfatos en la respiracién de tejidos ha-
a sido muy poco estudiado. Edson (1936 &), en un experimento
islado en cortes de higado de rata, observé que el F-di-P en con-
ntracién de $0 mM/I produjo un estimulo del 149, en el consumo
oxigeno. Wainio (1947), en un experimento Gnico realizado en
fgado de conejo, encontré con este mismo sustrato un aumento
1 18,5%. En cambio, este Gltimo autor no observé modificacién
‘de la respiracién con G-6-P ni con F-6-P en un experimento reali-
zado con cada sustrato. Es de interés consignar el hecho de que
ainio (1947) emple6 alrededor de 250 mg de tejido en 2 ml de
lucién salina, pues en experimentos preliminares nuestros, en los
uales empleamos una cantidad similar de tejido (entre 200 y 300
g), pudimos comprobar que la modificacién del consumo de oxigeno
roducida por los hexosafosfatos era inferior a la observada cuando
emplean alrededor de 100 mg, que es la cantidad adecuada para
n volumen de 2 ml de medio de incubacién.
- Beloff-Chain, Chain, B:ovet, Pocchiari, Catanzaro y Longinott:
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{1953), estudiaron la influencia de diversos hexosafosfatos en la
respiracién del diafragma de rata. El G-1-P al 19, produjo un in-
cremento de un 60% en el consumo de oxigeno; en cambio, ni el
G-6-P ni el F-di-P ni la glucosa, produjeron una modificacién
apreciable. Los autores no proponen explicacién de estos hechos.
Zierler, Levy y Andres (1953) también encontraron un aumento de
la respiracién (16%,) en presencia de G-1-P en menor concentracién

(8 a 17 mM/)).

mbia la respiracién. Por lo demé4s, en algunos experimentos con
..xosafosfatos en los cuales se suprimi6 el fosfato inorgénico de la
lucién de Krebs y habfa sélo el fosfato liberado por los ésteres,
|I'incremento de la respiraci6n producida por los sustratos fué del
giismo orden que el observado en los experimentos testigos.

4. 5. INFLUENCIA DEL PIRUVATO Y DE OTROS METABOLITOS.

- Confirmando los datos publicados por otros investigadores
{'K,'sch, 1934; Edson, 1936 b; Rosenthal, 1937; Tipton, 1941; Olson,
1951), hemos encontrado que la adicién de piruvato, en concentra-
gi(m de 30 mM/l, produce un aumento en el consumo de oxigeno
<n cortes de higado de rata (Niemeyer y Figueroa, 1955 a). El pro-
medio de este incremento en 10 experimentos fué de + 22,6 = 2,6%.
Los datos consignados en la Tabla 2 muestran ademés que la pre-
sencia de algunos componentes del ciclo citrico de Krebs ocasiona
un incremento de la respiracién (Niemeyer y Figueroa, 1955 a), lo
que concuerda con lo observado por otros investigadores (Edson,
1936 a; Rosenthal, 1937; Tipton, 1941).

4. 4. 2. Existe la posibilidad de que la modificacién del consumo
de oxigeno producida por los hexosafosfatos en nuestros experimen-
tos, fuera debida a condiciones inespecificas, como pudiera ser el
aumento del fosfato inorganico del medio. Como veremos méis ade-
lante (§ 7. 1), durante la incubaci6n se liberan cantidades im-
portantes de fosfato proveniente de los ésteres. Con el objeto de
resolver esta duda, se hicieron algunos experimentos en los que se
modificé la concentracién de fosfato inorganico del medio. Los re-
sultados que aparecen consignados en la Tabla 7, muestran que un

TaBLA 7

Influencia de la concentracion de fosfato inorgdnico del medio sobre ed consumo de

4. 6. D1scuUsION.
oxigeno en cortes de higado de rata (*).

Los resultados experimentales analizados en los pérrafos ante-
riores muestran que la adicién de glucosa no modifica el consumo
de oxigeno en cortes de higado de rata, y que la presencia de fruc-

Consumo de oxfgeno (K1/100 mg tejido/hora)

fap. i de hexosafosfatos y de otros metabolitos, como el 4cido pirG-
N.e A i “ cou glucoes; 30 mM/) t?::’y algunos componer}l’tes del ciclo de Krebs, produce un aumento
| 8 '. 16 ' 2 I o2 ” . [ 16 ! 2 [ 32 significativo de su respiracién. o .

F Estos hechos hacen pensar que el factox: limitativo en l.a oxida-

1 169 | 174 | 179 — || 161 164 168 = “cibn de la glucosa en el higado estd constituido por la dificultad

2 167 | 166 | 170 — 168 | 177 | 183 . " de su conversién en G-6-P. La glucosa no se fos.fonl.aria, pues, con

3 — | 172 — | 174 i - s iy “una velocidad tal que consiga una concentracién 1r§tr.a.celular de

4 — | 179 — | 189 » — i — . . G-6-P, suficiente para que actGen los fermentos que Inician su de-

5 == = = — — | 207 — | 196 gradacién. En efecto, si se afiade 9-6-P, con lo que se hace innece-
” l ‘ garia esta primera etapa y se consigue una concentracién suficiente,

“se observa un incremento apreciable de la respiracién de los cortes.
Podria pensarse que el factor limitativo en estas condiciones
experimentales fuera una insuficiente concentracién de ATP. En
ese caso, otras reacciones que también requieren la presencia de
 ATP deberfan sufrir la misma suerte. Sin embargo, la fructosa,
substancia que, segln los conocimientos actuales, también nece-
sita ATP en la primera etapa de su utilizacién (§ 3.2), da lugar

(*) Datos de Niemeyer, Figueroa, Marich, Camus y Figueroa (1953). Las cifras
que encabezan las columnas corresponden a la concentracién de fosfato inor-
ganico del medio (mM/1).

aumento de la concentracién de fosfato desde 16 mM/l, que con-
tiene la solucién de Krebs, a 24 o 32 mM/], no altera significativa-
mente el consumo de oxigeno. Tampoco la disminucién a 8,5 mM/l
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a un aumento importante en el consumo de oxigeno. Por otra
parte, es sabido que los cortes de higado en condiciones semejantes
a las empleadas en nuestro estudio, son capaces de realizar diversos
procesos de sintesis que necesitan energia proporcionada por el ATP.

Estas consideraciones hacen pensar, mis bien, que el factor
limitativo en la oxidacién de la glucosa es la escasa actividad de la
glucoquinasa. Apoyan este punto de vista los interesantes experi-
mentos de Long (1951), quien estudia la actividad hexoquinésica
de diversos tejidos de rata, y demuestra que es el higado el érgano
que presenta el valor mas bajo (Tabla 8). Estos resultados sugirie-

TABLA 8

Adtividad hexoquindsica en homogenizados de diferentes tejidos de rata (*).

Tejido Actividad (**)
Cerebro 27,1
Estémago 17,7
Colon 17,2
Coraz6n 14,9
Testiculo 14,0
Intestino delgado 11,7
Ciego 10,9
Utero 9,3
Rifi6n 7,5
Misculo 6,0
Bazo 6,0
Pancreas 5,9
Pulmén 4,3
Higado 1,4

(') Datos de Long (1951).
(**) Expresada en ul de glucosa desaparecida por mg de tejido seco y por hora.

ron a Long que la via glucosa - G-6-P — G-1-P — glicégeno, no
seria importante en el higado. Volveremos méis adelante sobre este
importante problema.

Olson (1951) ha investigado también la reaccién limitativa de
la oxidacién de la glucosa en el higado. Trabajando con homogeni-

4. 6. DISCUSION 7

dos de higado de rata en anaerobiosis y en presencia de ATP,
mdi6 la produccién de 4cido lactico a partir de glucosa y de diver-
hexosafosfatos. Los resultados obtenidos lo indujeron a pensar
que la etapa limitativa era la catalizada por la fosfohexoquinasa,
r cuanto con F-di-P obtuvo valores de 4cido lactico superiores
a los que suministran el G-6-P y el F-6-P. En apoyo de esta inter-
'!jretacién estd el hecho de que la actividad 6-fosfofructoquinésica
es mucho menor en el higado que en otros 6rganos, como cerebro y
corazbn. segin puede observarse en la Tabla 9.

TaBLA 9

Actividad de la 6-fosfofructoquinasa en homogenizados de diversos tejidos de rata (*).

Tejido Actividad (**)
Corazén 122
Cerebro 100
Higado 22

(*) Datos de Olson (1951).
(**) Unidades por ml de homogenizados.

En experimentos no publicados, en los que hemos utilizado
omogenizados de higado en aerobiosis, hemos comprobado que aGn
n presencia de ATP ex6geno, la glucosa no incrementa el consumo
de oxigeno, y que, tal como sucede en los cortes, el G-6-P y el F-6-P
producen un aumento de la respiracién. La magnitud de este au-
mento depende en cierto grado de la relacién que se obtiene entre
ja concentracién de ATP agregado y la cantidad de tejido. En las
mismas condiciones experimentales, el F-di-P produce un incre-
mento de la respiracién algo superior al ocasionado por los hexosa-
monofosfatos, el que se observa atin sin adicién de ATP. Es per-
fectamente posible, entonces, que en el hfgado, tanto la glucoqui-
nasa como la fosfohexoquinasa tengan escasa actividad.
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_ INFLUENCIA DE METABOLITOS GLUCIDICOS SOBRE
LA PRODUCCION DE ACIDO LACTICO EN EL HIGADO

' 5. 1. En el proceso de la degradacién de los azficares, atin en
- aerobiosis se produce en los tejidos una cierta cantidad de 4cido
" ‘lactico, que resulta de la reduccién del Acido pirtivico. Por este
- motivo, la cantidad de 4cido lactico que aparece en el medio donde
. se incuban cortes de tejido puede considerarse como un indice de
la degradacién de sustratos glucidicos. La medida del 4cido lActico
i producido en presencia de estos sustratos, proporciona una infor-
l?z;'_"mac16n adicional sobre la capacidad de un tejido para utilizar cada

~uno de ellos. Esto nos ha inducido a estudiar la influencia de
i la glucosa, la fructosa y algunos de sus ésteres fosféricos sobre la
E'T'formamén de Acido lActico en cortes de higado de rata. Hemos de-
¢ ‘terminado el 4cido lActico' por el método quimico de Barker y
ummerson (1941), modificado por Hullin y Noble (1953), pues
- este método tiene mayor sensibilidad y especificidad que los procedi-
* mientos manométricos. En efecto, estos tltimos miden sélo la pro-
“duccién de valencias 4cidas que no siempre guardan una estricta
correspondenc1a con el A4cido lActico liberado (Rosenthal, 1929;
Elhot Greig y Benoy, 1937). Este inconveniente es especialmente
mportante cuando se trabaja con ésteres fosféricos, ya que la sim-
le desfosforilacién acidifica el medio y altera de esta manera los
. tesultados de la medida manométrica.

5. 2. PRODUCCION DE ACIDO LACTICO EN AUSENCIA DE SUSTRATO.
2= El higado es uno de los érganos que se caracterizan por su re-
* ducida produccién de 4cido l4ctico en aerobiosis. Los valores habi-
tuales de 4cido lactico entregado flucttian entre 1 y 2 ul de CO,
79
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cados por Craig (1943) y por Olson (1951) se observan diferencias
en la cantidad de 4cido lactico producido en aerobiosis por cortes
de higado provenientes de ratas en ayunas comparada con la de
ratas bien alimentadas. Aun cuando Olson (1951) no considera im-
portantes las diferencias, sus datos muestran que en los higados
con alto contenido de glicégeno (4,55%) el 4cido lactico producido
en ausencia de sustrato es casi cuatro veces superior al o<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>